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N-acetilglukozamidil transferaza (OGT) je encim, ki na peptidne ostanke hidroksilne 
skupine aminokislin serin in treonin preko kisikovega atoma pripenja N-acetilglukozamin 
(GlcNAc) s pomočjo donorja sladkorja UDP-GlcNAc. Ta dinamična posttranslacijska 
modifikacija poteka na proteinih v jedru, citoplazmi in mitohondrijih. Čeprav je 
GlcNAcilacija na videz preprost proces, ki ima en sam encim za vezavo (OGT) in en sam 
encim za odcep (N-acetilglukozaminidaza, OGA) GlcNAc molekule, pa je zelo 
kompleksen, saj modificira preko 1000 proteinov. Raziskave na področju encima potekajo 
ţe več kot 30 let, njegovo prekomerno delovanje pa povezujejo s številnimi kroničnimi in 
neozdravljivimi boleznimi kot so diabetes, rak in Alzhemierjeva bolezen. Do sedaj znani 
zaviralci OGT so bodisi toksični, neselektivni ali neaktivni in vivo, ker ne prehajajo 
celičnih membran. S sidranjem spojin v UDP-vezavni ţep OGT smo dobili več zadetkov z 
kinolinon-4-karboksamidnim jedrom, zato smo pri sintezah izhajali iz 2-okso-kinolin-4-
karboksilne kisline, ki predvidoma posnema vezavo uridinskega dela UDP. 2-okso-kinolin-
4-karboksilni kislini smo z reakcijami sklopitve z reagentoma 1-hidroksibenzotiazolom 
(HOBt) in 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karboimidom (EDC), pripenjali različne amine z 
namenom, da se veţejo v ribozni in difosfatni vezavni ţep encima. Sintetizirali smo 7 
spojin in jih ovrednotili z in vitro testom UDP-Glo
TM
. Najmočnejša zaviralca encima sta 
bili spojini 4 in 7. Spojini sta povsem zavrli aktivnost encima OGT pri koncentraciji 1 mM. 
Sklepamo lahko, da je za uspešno vezavo na encim ugodno, da ima v strukturi akceptorje 
in/ali donorje vodikove vezi. Spojina 7 je zato sluţila kot izhodišče za nadaljnjo sintezo. V 
tej seriji sintez smo spojini preko tvorbe amidne vezi pripenjali različne fragmente z 
namenom, da doseţemo še več interakcij v vezavnem mestu. Sintetizirane spojine smo 
poslali na testiranja z metodo Transceener UDP. Najmočnejši zaviralki aktivnosti OGT sta 
bili spojini 11, ki zavira encimsko katalizirano reakcijo v 95.0 % obsegu in 32, ki zavira 
encim 82.1 % obsegu pri koncentraciji 0.5 µM. Sintetizirane spojine v vezavnem mestu 
OGT predvidoma tvorijo številne vodikove vezi z encimom, vendar pa so slabo topne v 
vodi, zato bodo potrebne še nadaljnje raziskave z namenom dosega boljše učinkovitosti.  
 





N-acetylglucosamine transferase (OGT) is an enzyme that binds N-acetylglucosamine 
(GlcNAc) to peptide residues of the hydroxyl group of amino acids serine and threonine 
through the oxygen atom by means of the sugar donor UDP-GlcNAc. This dynamic post-
translation modification takes place on proteins in the nucleus, cytoplasm, and 
mitochondria. Even though GlcNAcylation is ostensibly a simple process that has a single 
binding enzyme (OGT) and a single enzyme for cleaving (N-acetylglucosaminidase, OGA) 
the GlcNAc molecule, however, it is very complex because it modifies over 1.000 proteins. 
The research in the field of the enzyme has been performed for over 30 years. Its excessive 
functioning is associated with numerous chronic and incurable diseases, such as diabetes, 
cancer, and Alzheimer's disease. Up until now, the OGT inhibitors are either toxic and 
unselective or inactive in vivo because they do not cross cell membranes. By fixing the 
compounds of the UDP binding pocket OGT we gained more hits with the quinolinone-4-
carboxamide core. In the syntheses, therefore, we derived from 2-oxo-quinoline-4-
carboxylic acid which, likely, imitates the binding of the uridine part of the UDP. We 
bound various amines to 2-oxo-quinoline-4-carboxylic acid by the coupling reactions with 
hydroxybenzotriazole (HOBt)  and 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carboiimide (EDC) 
reagents with their purpose to bind in the ribose and diphosphate binding pocket of the 
enzyme. We synthesized 7 compounds and evaluated them with the in vitro test UDP-
Glo
TM
. The strongest inhibitors were compounds 4 and 7. The compounds inhibited the 
activity of the OGT enzyme at a concentration of 1 mM entirely. We can conclude that it is 
favorable for the successful binding on the enzyme that the enzyme has hydrogen bond 
acceptors and/or donors. Therefore, compound 7 served as a starting point for further 
synthesis. In this series of syntheses, we bound different fragments to the compound by 
forming the amide bond with the purpose to achieve even more interactions in the binding 
site. We sent the synthesized compounds to testing by the Transceener UDP method. The 
strongest inhibitors of the OGT activity were the compounds 11 which inhibits the 
enzyme-catalyzed reaction to a 95.0% range and 32 which inhibits the enzyme 82.1% by 
volume at a concentration of 0.5 µM. Synthesized compounds in the OGT binding site 
form numerous hydrogen bonds likely. However, they are poorly soluble in water. 
Therefore, further research will be necessary in order to achieve better efficiency. 




Ţe na začetku 80. let prejšnjega stoletja sta raziskovalca Hart in Torres v raziskavi ţelela s 
pomočjo prečiščenih glukoziltransferaz, pridobljenih iz kravjega mleka in UDP-galaktoze, 
preveriti vezavo N-acetilglukozamina (GlcNAc) na površinske proteine limfocitov miši. 
Odkrila sta, da so številni znotraj celični proteini preoblikovani in sicer z vezavo N-
acetilglukozamina preko kisikovega atoma (O-GlcNAc) hidroksilne skupine aminokislin 
serin (Ser) in treonin (Thr) (1). Odkritje tega encima, N-acetilglukozamin transferaze 
(OGT), ki katalizira to reakcijo, je spremenila mišljenje glede poteka posttranslacijskih 
modifikacij proteinov, saj je encim aktiven tako v jedru, kot v citoplazmi in mitohondrijih, 
regulira tudi nekatere transkripcijske faktorje, tumorske supresorje, kinaze, fosfataze in 
histone. Visoke koncentracije encima so v limfocitih T in B, v celicah β trebušne slinavke 
in celicah centralnega ţivčnega sistema (2). Vezava GlcNAc je dinamičen in povraten 
proces, ki ga regulirata samo encima OGT in OGA (N-acetilglukozaminidaza, O-
GlcNAcaza). 
1.1 Heksozaminska biosintezna pot (HBP) 
Biosintezna pot GlcNAc se začne z vstopom glukoze v celico, kjer se preko fruktoze-6-
fosfata v manjši meri (3-5%) pretvori v glukozamin-6-fosfat. S pomočjo encima GFAT 
(glutamin fruktoza-6-fosfat amidotransferaze) se fruktoza-6-fosfat pretvori v glukozamin-
6-fosfat. GFAT pretvarja tudi glukozamin in glutamin, ki vstopita v celico. GFAT je tako 
glavni regulator heksozaminske biosintezne poti. V naslednji stopnji se skupaj z Acetil-
CoA, ki ga dobimo v metabolizmu maščobnih kislin, pretvori v GlcNAc-6-fosfat. Reakcijo 
katalizira encim GNA1 (glukozamin-6-fosfat-N-acetiltransferaza). PGM3 
(fosfoglukomutaza) nato pretvori GlcNAc-6-fosfat v GlcNAc-1-fosfat, UAP (UDP-
acetilheksozamin pirofosforilaza) pa skupaj z UTP iz nukleotidne metabolne poti v UDP-
GlcNAc. Molekula sluţi nato kot substrat pri N- in O-glikozilacijah. Celotna shema je 




Slika 1: Heksozaminska biosintezna pot. Shema prikazuje korake heksamidne biosintezne poti katere del je tudi 
GlcNAcilacija in s tem OGT. Prirejeno po (3). 
1.2 Struktura OGT 
Nepoznavanje kristalne strukture encima in s tem nepoznavanje mehanizma reakcije 
vezave in prepoznavanja substratov je bila dlje časa ovira za nadaljnje raziskave funkcije 
in potencialne terapevtske uporabe encima ter razvoja njegovih zaviralcev. OGT spada v 
GT-B superdruţino glikoziltransferas brez kovinskega kofaktorja. Prvi vpogled v strukturo 
OGT je omogočil analog pridobljen iz bakterije Xanthomonas campestris (XcOGT) (4). 
Danes nam je znano, da encim sestavljata dve glavni regiji: N-terminalni del, ki je 
sestavljen iz verige tetratrikopeptidov in (TPR) C-terminalna katalitična regija (2). TPR 
sestoji iz 32-34 aminokislin organiziranih v antipararelne vijačnice in tako tvorijo 
supervijačnice (5). Poznamo tri različice OGT, ki se razlikujejo predvsem po verigi TPR: 
ncOGT, mOGT in sOGT. ncOGT meri 13,5 TPR in se nahaja v jedru in citoplazmi, krajša 
različica mOGT meri 9 TPR in se nahaja v notranji membrani mitohondrijev, najkrajša 
med njimi sOGT meri le 2,5 TPR in je med njimi najmanj raziskana. Kristalna struktura 
TPR dela encima je poznana ţe od leta 2004, precej teţja pa je bila kristalizacija katalitične 
regije encima. Le-ta jim je uspela leta 2011 s pomočjo substrata, odpornega na hidrolizo 
(UDP-5S-GlcNAc) in peptida CK II. Uspeli sta dve kristalizaciji: encim z UDP-5S-
GlcNAc (substrat, ki ima namesto kisika v sladkornem obroču ţveplo) v vezavnem mestu 
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in encim z UDP in peptidom CK II v vezavnem mestu. Katalitična regija je sestavljena iz 
treh domen: N-terminalne (N-Cat), C-terminalne (C-Cat) in vmesne domene (Int-D). N-Cat 
in C-Cat domeni imata klasično Rosmannovo zvitje superdruţine glikoziltransferaz GT-B 
z izjemo dveh dodatnih vijačnic H1 in H2 na N-terminalni domeni. Tako je vijačnica H3 
povezana s TPR regijo (5). 
 
Slika 2: Kristalna struktura OGT: A (11,5 TPR struktura ncOGT), B (Prikaz kristalne strukture OGT v času vezave 
UDP in CK II peptida), C (shematski prikaz OGT: siva barva predstavlja TPR regijo, rdeča C-Cat domeno, modra N-Cat 
domeno in zelena Int-D domeno), D (model ncOGT strukture: zdruţeni kristalni strukturi iz leta 2004 in 2011) (5). 
1.3 Mehanizem vezave v aktivno mesto 
Na podlagi kristalne strukture encima v kompleksu z UDP in v kompleksu z UDP in 
proteinskim substratom CK II, lahko kaj več izvemo o samem mehanizmu reakcije v 
aktivnem mestu encima. Vezavni ţep se nahaja v C-Cat domeni na meji z N-Cat domeno, 
vendar celotna struktura encima doprinese k specifičnosti vezave substrata. Čeprav 
poznamo zgradbo celotnega encima, pa sama funkcija posameznih domen ni v celoti 
razjasnjena, predvsem vmesne domene. Int-D ima veliko Lys ostankov, zato sklepamo, da 
zaradi bazičnosti interagira z anionskimi makromolekulami in celično membrano, a ta 
hipoteza zaenkrat še ni potrjena (5). TPR supervijačnica ima v sredini prazen prostor tako 
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imenovani lumen, ki naj bi vplival na aktivnost encima preko prepoznavanja substrata in 
na konformacijsko stabilnost encima. V času vezave substrata se ta regija pomakne nad 
vezavno mesto, kot je prikazano na sliki 2B. Številni Asp ostanki v verigi supervijačnice 
tvorijo reakcije s proteini in prispevajo k pozitivnemu naboju površine OGT (5). To 
hipotezo so dokazali nekaj let kasneje, ko so Asp ostanke zamenjali z Ala ostanki in tako 
popolnoma spremenili selektivnost encima in stopnjo glikozilacije, saj se je ta znatno 
povečala (6). Ţe mutacija na enem samem mestu v strukturi TPR popači supervijačnico, 
destabilizira konformacijo in zmanjša aktivnost OGT in vitro, čeprav je mutacija daleč 
stran od aktivnega mesta. Nekatere mutacije v genu OGT so nedolgo nazaj povezali z 
zmanjšano intelektualno zmoţnostjo, a za enkrat še ni znano na kakšen način ta mutacija 
vpliva na stukturo in funkcijo OGT (7). Kristalna struktura OGT v času vezave UDP in 
peptida CK II nam pokaţe sam mehanizem reakcije, in sicer se najprej v aktivno mesto 
veţe UPD-GlcNAc molekula in peptid nato nad samo UDP molekulo. Skoraj celotna 
dolţina CK II je v interakciji s sladkorno-nukleotidnim vezavnim ţepom, gre predvsem za 
polarne interakcije peptida z stranskimi verigami OGT encima, kar pojasni preferenco 
prolinskih in β-veriţnih aminokislin v bliţini mesta GlcNAcilacije, čeprav ni stroge 
sekvence peptida za O-glikozilacijo z GlcNAc (8). Pomembna interakcija, ki igra vlogo pri 
vezavi peptida na OGT, je vodikova vez med amidom Thr/Ser in α-fosfatom, kot je 
prikazano na sliki 3 (5,8). Vezavo peptida stabilizira razširitev razcepa med katalitičnima 
domenama in TPR regijo, kar nakazuje, da je TPR regija neke vrste vratar, ki se dviga in 
spušča nad aktivno mesto glede na velikost substrata (5). 
 
Slika 3: Prikaz interakcij v 
času vezave substrata v 
vezavno mesto OGT. 
Predpostavljene vodikove vezi 
so prikazane s prekinjenimi 
črtami. V shemi sta prisotni 
tudi dve molekuli vode, ki sta 
po hipotezi odgovorni za 
translokacijo protona na 
Asp554. Prevzeto po (6). 
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1.4 Mehanizem glikozilacije proteinov z GlcNAc 
Če gledamo mehanizem glikoziltransferaz, se morata zgoditi dve stvari, da pride do 
glikozilacije: 1) aktivacija izhodne skupine donorja glikozida, v tem primeru UDP in 2) 
odstranitev protona iz hidroksilne skupine glikozil akceptorja, torej Ser ali Thr (5). 
Aktivacija izhodne skupine je odvisna od številnih dejavnikov, ki vsi skupaj prispevajo k 
nakopičenemu negativnemu naboju (5). Pomembno vlogo 
ima ponavadi katalitična baza, ki odcepi proton 
nukleofilu. To naj bi po prvih ugotovitvah bila His558 ali 
His498 (2), a so kasneje ugotovili, da sta obe preveč 
oddaljeni od Ser hidroksilne skupine, vendar imata kljub 
temu pomembno vlogo v katalitski reakciji s tvorbo 
vodikovih vezi (7). Katalitične baze torej ni v vezavnem 
mestu, obstajata pa dve hipotezi o deprotonizaciji 
nukleofila: 1) Odcepi ga kisikov atom α-fosfatne skupine 
ali 2) v vezavnem mestu pride do translokacije proteina 
preko dveh molekul vode na Asp554, kot je prikazano na 
sliki 4 (8). Sprememba aminokisline z mutacijo na mestu Asp554 zmanjša stopnjo 
GlcNAcilacije (3). Vodikova vez med β-fosfatom UDP-GlcNAc in N-terminalnim koncem 
α-vijačnice drţi substrat na mestu in pozicionira akceptorjevo stransko verigo v bliţino 
anomernega ogljikovega atoma, kot tudi vezi z His920, Thr921 in Thr922. Dodatno 
stabilizacijo nudita elektrostatska interakcija med negativno nabitim fosfatom in dipolom 
vijačnice ter vodikova vez z Lys842, ki dodatno aktivira izhodno skupino k nukleofilnemu 
napadu (5). Sladkor se zavrti od izhodne skupine k nukleofilu, kar imenujemo elektrofilni 
migracijski mehanizem (8). Kljub moţnosti hidrolize je glikozilacija prednostna reakcija. 
Po tvorbi kompleksa substrat-OGT, stranska veriga akceptorja Ser/Thr napade anomerni 
ogljik, ki izgubi UDP, pri čemer se tvori β-glikozidna vez. Kompleks GlcNAc-peptid se 
nato odcepi, sledi mu UDP. Celoten mehanizem glikozilacije z GlcNAc je prikazan na sliki 
5. Čeprav so v peptidu CK II (YPGGSTPYS*SANMM zaporedje) v zaporedju 14 AK trije 
Ser in Thr, se samo en Ser glikozilira, ta ki je prikazan z * in leţi nad His558 v vezavnem 
mestu (6).  
Slika 4: Odcep protona preko dveh molekul 




Slika 5: Mehanizem O-glikozilacije z GlcNAc (GlcNAcilacije). Prirejeno po (6). 
1.5 N-acetilglukozaminidaza (OGA) 
O-GlcNAc hidrolaza znana najprej pod imenom heksozaminidaza C, je edini encim, ki 
odstranjuje GlcNAc s Ser in Thr ostankov proteina. OGA gen je lokaliziran na kromosomu 
10 (9) in izbitje gena OGA v miših privede do spremembe 
ekspresije genov, ki so povezani z osjo hipotalamus-ščitnica, kar 
pri njihovih potomcih povzroči debelost, hiperleptinemijo in 
inzulinsko rezistenco (10). Strukturno je OGA sestavljena iz več 
domen, v osnovi pa jo delimo na dva dela: 1) daljši del OGA-L, 
katere del je tudi N-terminalna in C-terminalna katalitična 
domena in 2) krajši in manj aktiven del OGT-S (11). Kristalna 
struktura humane OGA je bila znana še nekaj let po znani kristalni 
strukturi OGT in sicer leta 2017 (12). Pridobiti glikopeptide z GlcNAc 
ostanki je zahteven proces, zato še vedno ni znano, kako OGA 
prepozna substrate in katere so ključne strukturne karakteristike 
substrata, se pa veţejo v vezavni ţep v obliki črke V (9).  Kljub temu 
je znanih ţe veliko specifičnih OGA zaviralcev, ki se veţejo z veliko 
afiniteto. Thiamet-G, odkrit ţe leta 2008, je mimetik GlcNAc in je 
aktiven in vivo, tudi v moţganih, saj prehaja krvno-moţgansko bariero. Kemijsko stabilna 
spojina se je izkazala kot uspešna zaviralka OGA v številnih študijah, predvsem v razvoju 
potencialnih zdravil nevrodegenerativnih bolezni (13). Novejši selektiven OGA zaviralec 
imenovan MK-8719 je ţe v prvi fazi kliničnega testiranja na ljudeh za zdravljenje 
Alzheimerjeve bolezni (14). 
Slika 6: Thiamet-G 
(13) 
Slika 7: MK-8719 (14) 
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1.6 Funkcija OGT 
Ţe v začetku raziskovanja OGT je bilo jasno, da je delovanje tega encima ţivljenjskega 
pomena. Gen za OGT se nahaja na X kromosomu v bliţini centromere, ki je velikokrat 
povezan z nevrogenimi boleznimi. Ker je za OGT encim odgovoren samo en gen, so prve 
raziskave potekale na miših in njihovih matičnih celicah, katerim so izbili ta gen. Ţe med 
gojenjem kultur so celice brez OGT gena po delitvi hitro umrle, smrt embria pri miših pa je 
pokazala, da je OGT pomembna tudi pri razvoju (15). Ko so izbili gen še v drugih celicah 
(neuronih, limfocitih, fibroblastih), je sledila apoptoza limfocitov T, hiperfosforilacija tau 
fibril in rast fibroblastov (16). OGT torej modulira fosforilacijo proteinov in je pomembna 
v procesu signalizacije in komunikacije med celicami (2,16). Apoptozo v glavnem 
uravnava sOGT (5). OGT je v veliki meri prisotna v ţivčnem sistemu. Izbitje gena OGT v 
senzoričnem ţivčnem sistemu miši je pokazalo, da je OGT ključnega pomena pri 
preţivetju in delovanju nevronov. Miši, ki so imele izbit gen, so ţe v začetnem stadiju 
ţivljenja kazale slab odziv na toploto in mehanične draţljaje, imele manjše število 
perifernih ţivčnih končičev in aksonov, kar se je samo stopnjevalo tekom ţivljenja in na 
koncu vodilo v smrt (17). Schwannove celice, ki so nevroglijske celice v perifernem 
ţivčevju in tvorijo mielinsko ovojnico okrog posameznih aksonov, so bile prav tako 
predmet raziskav v katerih so ugotovili, da miši brez OGT encima v Schwannovih celicah  
izgubljajo mielin, aksone in imajo nepravilno delovanje motoričnih nevronov. OGT je torej 
pomembna za normalno mielinizacijo nevronov in delovanje aksonov. Periaksin, protein, 
ki sodeluje pri mielizaciji nevronov je v normalnih celicah O-GlcNAciliran (18). OGT je 
odgovoren tudi za aktivacijo HCF-1 (ang. host cell factor 1, faktor 1 gostiteljske celice), 
proteina, ki je pomemben pri regulaciji celičnega ciklusa in potreben za transaktivacijo 
genov za virus Herpes simplex. Da je HCF-1 aktiven, se mora v jedru razcepiti. Proteoliza 
se zgodi med Cys9 in Glu10. To potrjuje eksperiment, v katerem v substratu Glu 
zamenjajo s Ser in se proteoliza spremeni v GlcNAcilacijo (19). UDP-GlcNAc ima pri 
proteolizi vlogo ko-substrata, saj v primeru zamenjave substrata z UDP ali UDP-5S-
GlcNAc do proteolize ne pride (19). HCF-1 se veţe v enako aktivno mesto OGT kot CK II 
protein, torej je mesto razcepa proteina enako mestu GlcNAcilacije. Reakcija poteče med 
Glu karboksilno skupino in UDP-GlcNAc, kjer se tvori glutamil-GlcNAc intermediat. 




Slika 8: Mehanizem cepitve HCF-1. Prirejeno po (8). 
OGT, ki se nahaja in funkcionira znotraj mitohondrijev, torej mOGT, podpira strukturo, 
zdravje in preţivetje mitohondrijev. Je katalitično aktivna in vivo in vpiva na strukturo in 
funkcijo mitohondrijev, ščiti celice pred toksičnostjo in GlcNacilira mitohondrijske tarče. 
Je glavni krivec za pojav Alzhemerjeve bolezni pri diabetikih (20). Aktivnost OGT in 
njena selektivnost je odvisna od koncentracije UDP-GlcNAc v celici, ta pa povezuje veliko 
metabolnih poti, metabolizem glukoze, nukleotidov in maščobnih kislin, kot je prikazano 
na sliki 1. Torej je sama GlcNAcilacija odvisna od metaboličnega stanja celice. Odziv na 
koncentracijo glukoze preko UDP-GlcNAc regulira širok spekter jedrnih in citoplazemskih 
proteinov, med njimi tudi proteine β-Langerhansovih otočkov v trebušni slinavki in 
proteine jedrnih por v celičnem jedru. Visoka koncentracija glukoze v celicah 
(hiperglikemija) značilna za diabetes in/ali povišana poraba glukoze v celicah, ki je 
značilna za rakave celice, vodita v povišane vrednosti GlcNAcilacije. Enak odziv je 
značilen za kateri koli celični stres, saj ta mehanizem ščiti celico pred poškodbami, 
popravlja pa tudi poškodbe DNA. Hiper O-GlcNAciliranje krajši čas torej deluje 
protektivno, kronično pa vodi v različne bolezni, kot so diabetes in kardiovaskularne 
bolezni (21,22). Novejše študije so pokazale, da ima O-GlcNaciliranje ključno vlogo pri 
transkripciji genov, čeprav sam mehanizem in funkcija ni točno znana. Skoraj vsi 
transkripcijski faktorji RNK polimeraze II so O-GlcNAcilirani, O-GlcNAcilacija regulira 
tudi ubikvitinacijo in metilacijo histonov in metilacijo DNA (21).  
1.7 Možnosti zdravljenja – rak 
V zadnjih letih zboli za rakom več kot 12.000 Slovencev, po 75. letu starosti zboli vsak 
drugi moški in vsaka tretja ţenska. S staranjem prebivalstva, se številke z leta v leto večajo 
(23). Rakave celice reprogramirajo svoj metabolizem in stremijo k hitri rasti, preţivetju in 
proliferaciji. Produkcija ATP v rakavih celicah poteka preko glikolize in ne preko 
mitohondrijske oksidativne fosforilacije. V celicah je tako povečana aktivnost 
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heksozaminske biosintezne poti in s tem večja aktivnost OGT encima in GlcNAcilacija, ki 
pomembno prispeva k rasti tumorjev. PFK1 (fosfofruktokinaza 1) je encim dejaven v HBP 
(prikazano na sliki 1) in je eden izmed encimov, ki ga GlcNAcilira OGT. Tako zavira 
njegovo aktivnost in preusmeri metabolizem glukoze proti pentoza-fosfatni poti (PPP). Na 
ta način rakave celice laţje preţivijo in se delijo (24), a ta učinek je izničen, če zaviramo 
GlcNAc vezavo na Ser529 v PFK1 (21). OGT zavira tudi aktivnost encima glukoza-6-
fosfat dehidrogenaze (G6PD), kar še dodatno preusmeri glukozo v PPP, kar vodi h 
kopičenju prekurzorjev nukleotidne in lipidne biosinteze v pljučnih rakavih celicah. 
Piruvat kinaze so zadnji encimi v liniji glikolize. GlcNAcilacija piruvat kinaze M2 
(PKM2) vodi v nuklearno translokacijo PKM2 in tako sledi večja poraba glukoze in 
nastajanje laktata, s tem pa povečana količina lipidov in sinteza DNA, kar vse skupaj vodi 
k napredovanju rasti tumorjev (25). O-GlcNacilacija pravtako regulira glikolizo v rakavih 
celicah preko HIF-1α (hipoksija induciran faktor 1α) in njegovo tarčo GLUT1. Če 
zaviramo GlcNAcilacijo v rakavih celicah, povzročimo apoptozo celic. Za rak dojke je 
značilno veliko število HIF-1α ima tudi povišane nivoje OGT in nizke nivoje OGA (26). 
Povečano koncentracijo OGT v rakavih celicah so zasledili tudi pri raku ščitnice, debelega 
črevesa in pljučnemu raku (21). Transkripcijski faktor, ki je pomemben v rakavih celicah 
in skrbi za njihovo proliferacijo, apoptozo, angiogenezo in metastazo celic imenovan jedrni 
faktor κB (NF-κB) je v hiperglikemičih pogojih modificiran z OGT encimom. 
GlcNAcilacija na Thr352 poviša aktivnost NF-κB in zavira apoptozo rakavih celic v 
pankreasu (24). Na splošno torej velja, da je GlcNAcilacija pomembna pri razvoju in 
napredovanju bolezni in njeno specifična zaviranje bi lahko v prihodnosti bila uporabna 
terapevtska tarča za raka.  
1.8 Možnosti zdravljenja - Alzheimerjeva (AB) in Parkinsonova 
bolezen (PB) 
V telesu je OGT v največjem številu prisotna v moţganih in nevronih, zato ni čudno, da 
encimu pripisujemo številne funkcije: vpliv na dnevno nočni ritem, delovanje sinaps, 
razvoj in zaščita ţivcev, učenje in spomin, apoptozo ţivcev in regulacijo apetita (21). 
Študije so pokazale, da so številni proteini, ki sodelujejo pri mehanizmu Alzheimerjeve 
bolezni, glikolizirani z GlcNAc in fosforilirani (21). Metabolizem glukoze pri pacientih z 
AB je oslabljen, kar vodi v hipo GlcNacilacijo, kar je pokazala tudi obdukcijah na 
pacientih z Alzheimerjevo boleznijo, kot tudi hiperfosforilacijo. Tau protein, ki v 
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normalnih pogojih povezuje tubulin v nevrotubule, se v nevronih bolnikov z AB povezuje 
v nevrofibrilarne pentlje, kar okvari citoskelet in aksonski transport. Ta pojav lahko 
pojasnimo z dejstvom, da je normalno protein tau GlcNaciliran, pri pacientih z AB pa je 
hiperfosforiliran (27).  Amiloidni prekurzorski protein in nicastrin, ki ga cepi, sta pravtako 
O-GlcNAcilirana, kot tudi sinaptični proteini. Pri procesu staranja se na določeni točki 
poraba glukoze v nevronih zmanjša, tako se zmanjša tudi GlcNacilacija, zato so proteini, ki 
jih kinaze prepoznajo, podvrţeni fosforilaciji. Fosforilirani proteini agregirajo in tvorijo 
abnormalne komplekse, ki preprečijo normalno dozorevanje amiloida (21). OGA zaviralec 
imenovan Thiamet G, ki je prikazan na sliki 6, se je izkazal za potencialno uporabnega pri 
zdravljenju AB. S kroničnim zdravljenjem miši, so potrdili, da Thiamet G prepreči 
hiperfosforilacijo tau proteina s tem, da zavira odstranjevanje GlcNAc z njega. Protein tau 
tako ostane topen, neagregiran in nepatogen (28).  
OGT gen je lokaliziran na X kromosomu, ataksija in tremor, značilna za Parkinsonovo 
bolezen, pa sta posledica spremembe gena za TAF1 (ang. TATA-binding protein 
associated factor 1) na X kromosomu, kar je mogoče nekako povezano. PB je rezultat 
degeneracije dopaminergičnih nevronov v črni substanci v moţganih in posledično 
pomanjkanja dopamina v striatumu (27). Tirozin hidroksilaza, ki je del biosintezne poti 
dopamina je GlcNAcilirana, tudi α-Sinuklein, toksičen protein v mehanizmu PB, je 
GlcNAciliran na večih mestih (27). Eksperimenti, narejeni na celičnih kulturah z α-
Sinukleinom so pokazali, da O-glikozilacija proteina z GlcNAc, blokira in zmanjša 
njegovo agregacijo, ter zavira njegov razcep in nadaljnje delovanje. Nadaljnje raziskave in 
razvoj na tem področju bi mogoče lahko doprinesle k počasnejšem napredovanju PB (29). 
Pri pregledu moţganov pacientov s PB po smrti, so opazili povišane nivoje GlcNacilacije. 
S Thiamet G so zavirali delovanje OGA v mišjih nevronih temporalnega korteksa, kar je 
povišalo nivoje O-GlcNAc na proteinih in s tem zmanjšalo avtofagijo in povečalo 
akumulacijo α-sinukleina, ter aktiviralo mTOR signalno pot (30). GlcNAcilacija ima 
vsekakor pomembno vlogo pri razvoju nevrodegenerativnih boleznih, raziskave pa se 
usmerjajo predvsem v smeri razvoja OGA zaviralcev. 
1.9 Možnosti zdravljenja - diabetes 
Diabetes tipa 2 z značilno inzulinsko rezistenco je trenutno v razvitih drţavah vodilen 
vzrok smrti (24). Povečana koncentracija glukoze v celicah se delno preko HBP pretvori v 
UDP-GlcNAc, kar vodi v obširno GlcNacilacijo proteinov in signalnih prenašalcev med 
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njimi tudi IRS (ang. insulin receptor substrate). OGT in OGA koncentracija je med 
najvišjimi v β-celicah pankreasa in encima sta normalno prisotna v jedru celic, pri 
diabetesu pa se premestita na zunanjo stran celične membrane, kar vodi do povečanja 
GlcNAcilacije proteinov in zmanjšanja fosforilacije encimov, odgovornih za tvorbo 
glikogena (24). Zniţan je tudi prevzem glukoze preko receptorja GLUT4. Inzulin se 
skladišči in izloča iz β-celic Langerghansovih otočkov v pankreasu. Aktivnost gena za 
inzulin (Ins1/2) regulirata transkripcijska faktorja PDX-1 in NeuroD1. Hiper O-
GlcNacilacija poveča intracelularne koncentracije inzulina preko vezave na PDX-1 in 
prepreči njegovo sekrecijo (24). Povišane vrednosti OGT v celicah in adipoznem tkivu 
povzročijo fenotip za diabetes tipa 2, kar namiguje na pomembno vlogo OGT pri razvoju 
inzulinske rezistence (24). Ker je GlcNAcilacija občutljiva na nivoje glukoze v celicah, bi 
lahko v prihodnje sluţila kot biološki kazalec na eritrocitnih proteinih in bi bila pomembna 
pri zgodnjem odkrivanju diabetesa (21). 
1.10 Zaviralci OGT 
Da lahko ovrednotimo OGT kot terapevtsko tarčo in da poglobimo znanje in razumevanje 
njegove funkcije na celični ravni, potrebujemo selektivne nizko molekularne zaviralce. 
Prve raziskave pri iskanju OGT zaviralcev so temeljile na substratnih analogih UDP-
GlcNAc. Prvi znani zaviralec OGT so odkrili leta 2002. Aloksan (2,4,5,6-
tetraoksipirimidin) je toksičen analog glukoze, ki selektivno uniči β-celice trebušne 
slinavke, kjer se akumulira preko prenašalca GLUT2. Po strukturi je analog uracila, 
(prikazan v preglednici 1) zato so sklepali, da bi lahko zaviral delovanje OGT, kar so tudi 
potrdili. V izoliranih β celicah pankreasa je bila pri koncentraciji aloksana 1mM aktivnost 
encima popolnoma zavrta, IC50 je znašala 0,1 mM. Vezal naj bi se v nukleotidni ţep, kjer 
naj bi tvoril kovalentno vez s Cys ostankom (31). Ţal ima aloksan kratek razpolovni čas 
(1,5 min) in verjetno ne bi bil aktiven in vivo. Celične membrane prehaja s pomočjo 
aktivnega transporta, a ni selektiven in obstaja problem potencialne toksičnosti preko 
tvorbe kisikovih reaktivnih spojin, pravtako zavira tudi OGA in proteaosome (32). 
BAGDP (2-acetamido-2-deoksi-α-D-galaktopiranozid) je GalNAc (N-acetilgalaktozamin) 
mimetik, ki je pravtako zaviralec OGT, a ni selektiven, saj zraven OGT zavira številne 
encime metabolizma ogljikovih hidratov (33). Strukturni analogi UDP-GlcNAc, prikazani 
v tabeli 1, kot so UDP-S-GlcNAc z IC50=93 µM, UDP-C-GlcNAc z IC50=41 µM in C-
UDP z IC50=9 µM (strukture prikazane v preglednici 1) so bili predstavljeni kot zaviralci 
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OGT, vendar ne prehajajo celičnih membran. Enako je tu problem selektivnosti, saj UDP 
analogi lahko sodelujejo tudi z drugimi encimi kot so oksireduktaze, transferaze, hidrolaze 
in izomeraze (32,34). Ţelja po novih zaviralcih OGT, ki bi bili aktivni v celicah je 
spodbudila razvoj novih analogov UDP-GlcNAc, kjer so kisik zamenjali z ţveplom (UDP-
5S-GlcNAc), ampak ni prehajal celičnih membran, so pa analog kasneje uporabili kot 
substrat pri ugotavljanju kristalne strukture OGT. Tako so sintetizirali samo sladkorni del 
molekule 5S-GlcNAc in njegovo predzdravilno obliko Ac4-5S-GlcNAc, ki prehaja celice, 
vstopa v HBP kot analog GlcNAc in vodi v O-GlcNAcijo. Ac4-5S-GlcNAc je dober 
celični zaviralec OGT a obstaja moţnost vezave na druge tarče in potrebuje encimsko 
pretvorbo, da je aktiven (35).  










































































































Eden izmed vzrokov za celično neprehodnost substratnih analogov je negativno nabit 
difosfat, vendar je pomemben za vezavno afiniteto v aktivnem mestu z interakcijo z Lys. S 
pomočjo rešetanja visoke zmogljivosti (HTS), so v knjiţnici spojin našli skupino učinkovin 
BMX, ki imajo benzoksazolinonsko jedro, pri katerem je bikarbamat analog difosfata 
(struktura prikazana na sliki 10) (37). Aktivnost encima je najbolj zmanjšala spojina, ki 
ima keton na BMX jedru in p-metoksi skupino na benzojskem obroču. Zaviralec tekmuje z 
UDP-GlcNAc za vezavno mesto, na OGT se veţe ireverzibilno s Cys917 preko Lys842 in 
tvori tiokarbamatno vez, obstaja pa tudi moţnost vezave BMX na druge encime, kjer 
sodeluje difosfat ter potencialna toksičnost zaradi načina vezave (37). Nekaj let kasneje so 
iz iste knjiţnice spojin ponovno iskali zaviralce in našli dobre zadetke z kinolinon-6-
sulfonamidnim jedrom. Spojina OSMI-1, prikazana na sliki 9, je kazala najboljše obete. 
IC50 testiran na hOGT je znašal 2,7 µM, kar je zadovoljiv rezultat. Kristalna struktura v 
času vezave zaviralca v kompleksu z encimom je pokazala, da je kinolinon-6-sulfat popoln 
mimetik uridina. Če OSMI-1 zaščitimo z estri, prehaja v celice kljub velikosti molekule in 
skorajda popolnoma zapolni UDP-vezavni ţep OGT encima. V večini ima enake 
interakcije z encimom kot UDP-GlcNAc substat (33). Ker je ena izmed funkcij OGT tudi 
razcep in aktivacija HCF-1, je terapevtska uporaba OGT zaviralcev moţna tudi kot 
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antivirusna terapija, saj zavira replikacijo virusa Herpes simplex, kar so dokazali z OSMI-1 






















1. R1 =H, R2 =Cl, R3 =H
2. R1 =C(O)CH3, R2 =H, R3 =OCH3
3. R1 =H, R2 =Cl, R3 =OCH3
4. R1 =NO2, R2 =H, R3 =H
5. R1 =H, R2 =H, R3 =H
6. R1 =OCH3, R2 =H, R3 =H
 
Slika 9: OSMI-1, IC50= 2,7 µM    Slika 10: BMX, IC50= 10 µM                        
    
Kristalna struktura OGT je omogočila vpogled v kompleksno strukturo OGT encima in s 
tem tudi moţnost sinteze novih, specifičnih zaviralcev. Ker je vezavno mesto OGT zelo 
veliko in ker ima encim veliko interakcij s substratom tudi v TPR regiji (protein-protein 
interakcije), (5) je smiselno, da so potencialni zaviralci tudi proteini oz mimetiki proteinov. 
Goblini so bisubstratni zaviralci OGT, sestavljeni iz UDP dela povezanega preko 
distančnika, ki je nadomestil sladkor, do peptidnega dela – heptapeptida. UDP se je do 
sedaj kot substrat vezal na OGT z največjo afiniteto ( IC50=1,8µM), (32) vendar sama 
molekula ne more biti potencialni zaviralec, ker sodeluje tudi v številnih drugih procesih v 
celicah, kot sta metabolizem nukleotidov in aktivacija monosaharidov za posttranslacijske 
modifikacije, prav tako je izjemno polaren in ne prehaja celičnih membran. Goblini (ang. 
OGT bisubstrate-linked inhibitors) pa z UDP delom zagotavljajo vezavo v vezavni ţep z 
potrebnim nukleofilnim in difosfatnim delom, ki sta ključna za interakcije v vezavno 
mesto, in peptidnim delom, ki ima akceptorski Ser in druge AK, ki tvorijo dodatne 
interakcije s skeletom OGT. In vitro GlcNAcilacija je bila signifikantno zavirana pri dveh 
spojinah: goblin1 (IC50=18 µM) in goblin2 (IC50=40 µM). Zaviranje OGT v celičnih 
kulturah je bilo uspešno, verjetno zaradi velikosti in negativnega naboja ne prehajajo 




Slika 11: Stukturna formula Goblina 1, IC50= 18µM (37) 
Poznavanje vezavnega mesta encima OGT in pomembnih interakcij potrebnih za vezavno 
afiniteto, je poenostavilo iskanje zaviralcev s pomočjo virtualnega rešetanja. Tako so 
odkrili prve zaviralce OGT, ki so bili aktivni tako in vitro kot v celicah in niso bili toksični 
za celice. LO1 je najbolj zaviral OGT in je bil uporabljen za nadaljnje raziskave. IC50 je 
znašal 21,8 µM, zaviranje OGT pa je bilo časovno odvisno, kar mogoče nakazuje na 
drugačen način vezave od večine zaviralcev, prav tako ne zavira ostalih encimov, kar kaţe 
na to, da ni nespecifičnih vezav. Vezava L01 je podobna vezavi UDP, kot je prikazano na 
sliki 9. Obroča B in C sta globoko v UDP vezavnem ţepu kot alternativa difosfatu in 
tvorita vodikove vezi z  Lys842, His920 in Thr922, obroč D pa predstavlja alternativo 
uridinu. Dodatno interakcijo nudi tudi vodikova vez med hidroksilno skupino obroča D z 
Asn557, interakcija, ki do sedaj še ni bila zabeleţena. In vivo zaviranje OGT je bilo 
uspešno in primerljivo z zaviralcem OSMI-1, ţivost celic se ne zmanjša niti po daljši 
izpostavitvi zaviralcu, v primerjavi z OSMI-1, ki povzroči 50% celične smrti. Toksičnost 
L01 in OSMI-1 so testirali tudi na nekaterih ţivalih in po 24 urah preţivi samo riba 
izpostavljena L01. Tako so potrdili, da je L01 aktiven in netoksičen in vitro in in vivo (39). 
LO1 se je pred kratkim v kombinaciji z bortezumibom  izkazal za potencialno zdravilo za 




Slika 12: Vezava L01 v aktivno mesto OGT (39) 
S pomočjo TISCC (ang. Tethering in Situ Click Chemistry) so odkrili še dva netoksična in 
učinkovita zaviralca OGT (IC50=66,4 µM), tudi in vivo, imenovana APNT (slika 11) in 
APBT (slika 12). Za razliko od ostalih, ţe znanih zaviralcev, učinkovitost APNT ni 
odvisna in se ne zmanjša ob prisotnosti UDP-GlcNAc in CK II peptida, kar pomeni, da ne 






















2. NAMEN DELA 
Čeprav ima delo na področju OGT ţe trideset letno tradicijo, še vedno ni optimalnih 
rezultatov kar se tiče zaviralcev encima. Dosedanji znani zaviralci so bodisi toksični, 
neselektivni ali neaktivni in vivo, ker ne prehajajo celičnih membran.  
Pred začetkom tega eksperimentalnega dela smo iz knjiţnice spojin z več kot 200.000 
molekulami s pomočjo virtualnega rešetanja dobili 7 zadetkov z enakim kinolinon-4-
karboksamidnim jedrom. Sidranje je bilo izvedeno v UDP vezavnem ţepu encima na 
podlagi dveh vodikovih vezi, ki jih tvorijo substrati z Ala896. Kinolinon se verjetno veţe v 
uridinski vezavni ţep, dodatni karboksamid pa v difosfatni del, kot je prikazano na sliki 15. 
 
Slika 15: Sidranje spojine 7 v 
UDP vezavno mesto: Sidranje 
spojine 7 odkrije predvidene 
interakcije. Kinolinonski del tvori 
dve vodikovi vezi z Ala896, kar 
posnema interakcije vezavnega 
mesta z uridinskim delom UDP. 
Thr921 tvori dodatno vodikovo 
vez s karboksilno skupino 
benzojske kisline, Thr922 pa s 
karbonilno skupino amidne 
skupine. Povzeto po (42). 
 
V okviru naloge bomo zdruţili 2-okso-kinolin-4-karboksilno kislino in različne amine s 
pomočjo sklopitvenih reagentov EDC/HOBt v 7 končnih spojin. Različne amine bomo 
pripajali z namenom, da se veţejo v ribozni in difosfatni vezavni ţep encima. Kinolinonski 
del predvidoma posnema strukturo uridina, različni strukturni fragmenti, vezani preko 




Slika 16: Splošna shema načrtovanih zaviralcev: Na sliki je prikazan kinolinonski del, ki je mimetik uridina in različni 
strukturni fragmenti uvedeni na kinolinonski del označeni z R, ki naj se veţejo v vezavni ţep za riboza difosfat. 
Drugi del sintez bo temeljil na spojini 7, kateri bomo preko proste karboksilne skupine 
pripenjali krajše fragmente, ki bodo vsebovali kisle in/ali bazične centre. Namen 
pripenjanja različnih fragmentov na ogrodje spojine 7 je predvsem izboljšati topnost spojin 








Slika 17: Shema načrtovanih zaviralcev iz spojine 7: S pomočjo sklopitvenih reagentov EDC/HOBt bomo pripajali 














3. MATERIALI IN METODE 
Eksperimentalni del diplomske naloge sem izvajala v laboratoriju na katedri za 
farmacevtsko kemijo. Pri tem sem uporabljala številne materiale, aparature in metode: 
Aparature 
Električni grelnik z magnetnim mešalom: IKA® RCT basic; grelna pištola: Braun® swing 
1200; laboratorijska tehtnica: Mettler Toredo® PB403-S; rotavapor z grelno kadičko: 
Büchi® Rotavapor R-200, Heating Bath B-490; UV-lučka: Camag® UV-cabinet II; 
vakuumska črpalka: Büchi Vac® V-500; vodni hladilnik: Witeg® Germany. 
Reagenti in topila 
1-boc-piperazin: 97 %, Apollo Scientific, Velika Britanija; 2,3-dihidro-1,4-benzodioksin-
6-il metil amin: 95 %, Maybridge, ZDA; 3-hidroksipiperidin: 98 %, Acros Organics, 
Belgija; 3-hidroksimetilpiperidin: ≥ 95 %, Sigma-Aldrich, ZDA; 4-amino-1-BOC-
piperidin: 96 %, Sigma Aldrich, ZDA; 4-amino-4-BOC-piperidin: 97 %, Apollo Scientific, 
Velika Britanija; 4-aminobenzojska kislina: ≥99 %, Sigma-Aldrich, ZDA; 4-
hidroksimetilpiperidin: ≥97%, TCI America, ZDA; 4-hidroksipiperidin: ≥ 99 %, Acros 
Organics, Belgija; 4-piperidin karboksilna kislina: 97%, Sigma-Aldrich, ZDA; AcOH: 
≥99.85 %, Sigma-Aldrich, ZDA; benzilamin: ≥99,5 %, Acros Organics, Belgija; brezvodni 
DMF: pripravljen po standardnem postopku, hranjen nad molekularnimi siti; cis-4-
aminocikloheksan-1-karboksilna kislina: 95 %, Apollo Scientific, Velika Britanija; 
dietileter: ≥ 98 %, Merck, Nemčija; diklorometan (DKM): 99,9 %, Merck, Nemčija; EDC: 
98 %, Apollo Scientific Limited, Velika Britanija; EtOH: ≥ 99,5 %, Merck, Nemčija; HCl: 
37,0-38,0 %, Merck, Nemčija; HOBt: 98 %, Sigma-Aldrich Chemistry, ZDA; MeOH: ≥ 
99,9 %, Merck, Nemčija; isatin: 97 %, Acros Organics, Belgija; NMM: 99,5 %, Acros 
Organics, Belgija; malonska kislina: 99 %, Sigma-Aldrich, ZDA; tionilklorid: 97 %, Acros 
Organics, Belgija; trans-3-piperidinkarboksilna kislina: 97 %, Sigma-Aldrich, ZDA;   
trans-4-aminocikloheksan-1-karboksilna kislina hidroklorid: 95 %, Apollo Scientific, 
Velika Britanija; trans-4-aminocikloheksanol hidroklorid: 97 %, Sigma-Aldrich, ZDA; 
trans-4-(aminometil)cikloheksan karboksilna kislina: 97 %, Sigma-Aldrich, ZDA; 
trietilamin: ≥ 99 %, Merck, Germany;  
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IR (infrardeča spektroskopija) 
Spektre smo posneli na Nicolet Neexus FT-IR spektrofotometru na Fakulteti za farmacijo 
Univerze v Ljubljani. 
MS (masna spektrometrija) 
Spektre smo posneli na spektrometru Q-TOF Premier proizvajalca Micromass (Velika 
Britanija) z ESI metodo ionizacije na Inštitutu Joţef Stefan v Ljubljani in na Exactive™ 
Plus Orbitrap z ESI metodo ionizacije na Fakulteti za farmacijo v Ljubljani. 
NMR (nuklearna magnetna resonanca) 
Spektre smo posneli na Bruker Avance III 400 z magnetom Bruker Ultrashield™ 400 
PLUS proizvajalca Bruker Corporation (ZDA) pri 400 MHz (
1
H NMR) in 100 MHz (
13
C 
NMR) pri temperaturi 298 K na Fakulteti za farmacijo Univerze v Ljubljani. 
Programska oprema 
Strukturne formule in reakcijske sheme smo risali s pomočjo programa ChemBioDraw 




C NMR spektrov smo 
uporabili program MestReNova proizvajalca Mestrelab Research. 
Tankoplastna kromatografija (TLC) 
TLC smo uporabljali kot pomoč pri ugotavljanju poteka reakcij in ugotavljanju polarnosti 
in topil pri ločevanju in izolacij spojin. Stacionarna faza so bile plošče Merck DC 
Fertigplatten Kieselgel 60 F254 z 0,2 mm slojem silikagela na aluminijasti podlagi. Poloţaj 
lis na ploščici smo določili s pomočjo UV-svetilke pri valovnima dolţinama λ= 254 nm, 
λ= 366 nm. Za detekcijo aminov smo uporabljali orositveni reagent ninhidrin. 
Ttal (temperatura tališča) 
Temperaturo tališča smo spojinam določili s talilnim mikroskopom Leica z ogrevalno 
mizico.  
UDP-Glo™ 
Spojine smo poslali na testiranja na univerzo v Ultrechtu na Nizozemskem in testiranja so 
bila izvedena pod vodstvom prof. dr. Ronalda J. Pietersa. Spojino 7 in ostale spojine iz 
prve serije spojin so ovrednotili z UDP-Glo™ analizo. UDP-Glo™ analiza temelji na 
meritvi intenzitete svetlobnega signala, ki je premosorazmerna s količino nastalega UDP. 
UDP se s pomočjo UDP detekcijskega reagenta pretvori v ATP, ki vstopa v encimsko 
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Spojine iz druge serije sintez so na univerzi v Utrechtu ovrednotili z metodo Transceener 
UDP, kjer merimo spremembe v fluorescenčni polarizaciji. Pred izvedbo analize se 
pripravita dve raztopini, detekcijska in reakcijska. V detekcijski raztopini, v kateri je 
detekcijski pufer, visoko selektivna protitelesa za UDP in UDP, na katera je vezan 
fluorofor Alexa Fluor 633, se tvorijo kompleksi UDP-Alexa Fluor s protitelesi. Reakcijska 
raztopina vsebuje encim OGT, pufer, vodo, protein retinoblastomu podobnega proteina 2, 
UDP-GlcNAc in testirano spojino v koncentraciji od 0 µM do 3 mM. Glede na 
učinkovitost testirane spojine, kot potencialnega zaviralca OGT, po preteku inkubacijskega 
časa, nastane določena koncentracija UDP. Ko se raztopini zdruţita, pride do tvorbe 
kompleksa med UDP iz reakcijske raztopine in protitelesi iz detekcijske raztopine, kar 




4. EKSPERIMENTALNO DELO 
4.1 Reakcijske sheme: 
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2) EDC/HOBt
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Reakcijska shema 1: Sinteza amidov s kinolin-2-on-4-karboksilno kislino
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2) EDC/HOBt


































































































































































































































Reakcijska shema 2: Sinteza amidov s spojino 7 in različnimi amini
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4.2 Sintezni postopki in analize 















Izatin (3,800 g; 25,000 mmol) natehtamo  v 250-mililitrsko bučko in jo raztopimo v 150 ml 
AcOH (koncentrirane ocetne kisline) ter dodamo malonsko kislino (8,060 g; 77,000 
mmol).  Reakcijsko zmes mešamo pri 120 °C na oljni kopeli s hladilnikom, 16 ur. Po 16 
urah razvijemo TLC in orosimo z ninhidrinom. Razvidno je, da v bučki ni več izhodnih 
reagentov, zato začnemo z izolacijo. Topilo odparimo in nato dodamo 150 ml prečiščene 
vode. Končna spojina se v vodi ne topi, zato oborino prefiltriramo. Filtratu dodamo 200 ml 
nasičene raztopine NaHCO3, premešamo in dobljeno oborino prefiltriramo. Raztopini nato 
po kapljicah dodajamo koncentrirano HCl do pH med 1 in 2 in nastalo oborino 
prefiltriramo in posušimo za nadaljnje reakcije. 
Videz: drobni, rumeno-zeleni kristali 
Ttal: 253 °C 
ƞ: 3,356 g (69%) 
Rf (DKM/MeOH=1:4): 0,36 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ=6.87 (s, 1H), 7.24 (ddd, J=8.3, 7.16, 1.25 Hz, 1H), 7.37 
(dd, J=8.3, 0.72 Hz, 1H), 7.56 (ddd, J=8.40, 7.16, 1.25 Hz, 1H), 8.15 (dd, J=8.3, 1.25 Hz, 
1H), 12.08 (s, 1H) ppm. 
13
C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ= 115.73, 122.21, 123.37, 126.09, 130.84, 139.39, 
141.15, 160.99, 166.77 ppm. 
IR ν (max)= 2951, 2861, 2582, 1710, 1649, 1615, 1544, 1509, 1477, 1435, 1385, 1354, 
1323, 1280, 1258, 1229, 1183, 1164, 1156, 1142, 1042, 1007, 938, 872, 852, 793, 773, 





MS (m/z): 194.0 (MZ
-
) 
HRMS (m/z): 190.04814 (izračunana: 190.04987) 






1) DMF, Ar, 0°C








Standardni postopek: Amin raztopimo v DMF in dodamo trietilamin. Reakcija poteka pri 
brezvodnih pogojih, zato bučko prepihamo z Ar. Dodamo še izhodno kislino 1 (200 mg, 
1,06 mmol) in mešamo na ledeni kopeli 10 minut. Preko septuma na bučki dodamo še 
raztopini HOBt (171,4 mg, 1,27 mmol, 1,2 ekv) in EDC (263,5 mg, 1,37 mmol, 1,3 ekv) 
odstranimo ledeno kopel, prepihamo z Ar in reakcijsko zmes pustimo na sobni temperaturi 
na magnetnem mešalu 24 ur.   





NH2 1) DMF, Ar, 0°C







Iz benzilamina (133,3 mg; 0,120 ml; 1,06 mmol), izhodne spojine 1, trietilamina ( 0,5 ml; 
4,240 mmol; 4 ekv), HOBt in EDC pripravimo spojino 2 po standardnem postopku 
razloţenem v podpoglavju 4.2.2. Po končani reakciji raztopini rumene barve odparimo 
topilo in ostanku dodamo 20 ml EtOAc. Končna spojina se v topilu ne raztopi, zato 
oborino prefiltriramo in posušimo. 
Videz: drobni, svetlo rumeni kristali  
Ttal: 291 °C 
ƞ: 214 mg (73.0 %) 




H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ= 2.51 (dd, J1=3.8 Hz, J2=1.5 Hz, 2H), 4.50-4.51 (d, 
J=6.0 Hz, 2H, CH2), 6.56 (s, 1H, HC-C=0), 7.18-7.22 (m, 1H, CHAr), 7.28-7.31 (dd, J1=4.7 
Hz, J2=3.8 Hz, 1H, CHAr), 7.35-7.39 (m, 5H, CHAr), 7.52-7.57 (m, 1H, CHAr),  7.70-7.72 
(dd, J1=8.1 Hz, J2=1.5 Hz, 1H, CHAr), 9.30-9.33 (t, J=6.0 Hz, 1H, HN-C=O), 11.97 (s, 1H, 
Ar-NH) ppm.  
13
C NMR (100MHz, DMSO-d6): δ= 115.66, 116.13, 119.79, 122.03, 125.80, 126.95, 
127.23, 128.41, 130.82, 138.90, 139.22, 146.03, 161.22, 165.76 ppm. 
IR ν (max)= 3257, 3063, 2961, 2854, 2358, 2342, 1662, 1633, 1603, 1534, 1508, 1498, 
1476, 1454, 1440, 1397, 1361, 1328, 1277, 1263, 1190, 1165, 1144, 1072, 1041, 1030, 
981, 951, 912, 876, 833, 795, 778, 752, 693, 683, 655, 623, 584, 555, 626, 512 cm
-1
. 
MS (m/z): 277,1 (MH
-
) 















1) DMF, Et3N Ar, 0°C





Iz 3,4-dimetoksi benzilamina (176,78 mg; 1,06 mmol), trietilamina (0,586 ml, 4,23 mmol, 
4 ekv) in ostalih spojin pripravimo spojino 3 po standardnem postopku, predstavljenem v 
poglavju 4.2.2. Konec reakcije preverimo s TLC in odparimo topilo. Ostanku dodamo 20 
ml DKM, oborino odfilriramo in preverimo istovetnost in čistost spojine z NMR in 
ostalimi analitskimi metodami. 
Videz: drobni, rumeni kristali 
Ttal: 182 °C 
ƞ: 182 mg (51 %) 




H NMR (400 Hz, DMSO-d6): δ= 3.72-3.77 (m, 6H, CH3), 4.51 (d, J=6.0 Hz, 2H, CH2), 
6.53 (s, 1H, CHAr), 7.51-7.56 (m, 3H, CHAr), 7.71 (dd, J1=8.3 Hz, J2=1.4 Hz, 1H, CHAr), 
8.13 (dd, 8.3 Hz, J2=1.4 Hz 1H, CHAr), 9.32 (t, J=6.0 Hz, 1H, HN-C=O), 11.96 (s, 1H, HN-
CHAr) ppm.  
13
C NMR (100 Hz, DMSO-d6): δ= 55.35, 55.50, 111.16, 111.70, 115.66, 116.15, 119.34, 
119.69, 121.99, 127.78, 130.83, 131.26, 139.21, 146.16, 147.82, 148.65, 161.23, 165.64 
ppm. 
IR ν (max)= 3301, 2998, 2956, 2886, 2846, 1670, 1636, 1604, 1542, 1516, 1467, 1434, 
1396, 1371, 1296, 1282, 1262, 1240, 1199, 1154, 1143, 1026, 982, 949, 942, 891, 865, 
810, 795, 772, 752, 735, 721, 687, 661, 650, 616, 558, 525, 508 cm
-1
. 
MS (m/z): 337,1 (MH
-
) 











1) DMF, Et3N Ar, 0°C






Iz 2,3-dihidro-1,4-benzodioksin-6-il metil amina (174,40 mg; 1,06 mmol) , trietilamina 
(427,90 mg; 0,586 ml; 4,23 mmol; 4 ekv) in ostalih spojin pripravimo spojino 4 po 
standardnem postopku predstavljenem v podpoglavju 4.2.2. Naslednji dan topilo odparimo 
in dodamo 20 ml DKM ter oborino prefiltriramo. Istovetnost in čistoto spojine 4 preverimo 
z NMR. 
Videz: drobni, ţivo rumeni kristali 
Ttal: 283 °C 
ƞ= 211 mg (59,4%) 




H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ= 4.23 (s, 4H, CH2), 4.37 (d, J=6.0 Hz, 2H, CH2-NH), 
6.51 (d, J=1.0 Hz, 1H, HC-C=O), 6.81-6.86 (m, 3H, CHAr), 7.18-7.22 (m, 1H, CHAr), 7.37 
(dd, J1=8.3 Hz, J2=1.4 Hz, 1H, CHAr), 7.52-7.56 (m, 1H, CHAr), 7.70(dd, J1=8.1, J2=1.4 Hz, 
1H, CHAr), 9.23 (t, J=6.0 Hz, 1H), 11.96 (s, 1H) ppm. 
13
C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ= 41.79, 63.98, 64.05, 115.66, 116.04, 116.12, 116.93, 
119.75, 120.16, 122.01, 125.80, 130.81, 131.90, 139.21, 142.36, 143.15, 146.02, 161.21, 
165.62 ppm. 
IR: ν (max)= 3254, 3064, 2856, 1661, 1635, 1604, 1592, 1532, 1507, 1477, 1457, 1442, 
1432, 1397, 1358, 1311, 1279, 1260, 1244, 1205, 1191, 1155, 1167, 1144, 1125, 1104, 
1067, 1040, 984, 952, 918, 883, 875, 862, 821, 806, 777, 755, 715, 683, 659, 646, 629, 
556, 526, 512 cm
-1
 
MS (m/z): 335,1 MH
-
 
HRMS: 335,1031 (izračunana: 335,1032) 
4.2.2.4 Sinteza 4-(((2-okso-1,2-dihidrokinolin-4-il)karbonil)amino) benzojske 
kisline 








0°C       RT (2h)
V bučko natehtamo 4-aminobenzojsko kislino (1000 mg; 7,51 mmol) in jo raztopimo v 30 
ml absolutnega etanola. Tionil klorid (4056 mg; 2,50 ml; 4 ekv) predhodno razredčimo v 
15 ml absolutnega etanola in ga nato po kapljicah na ledeni kopeli dodajamo v raztopino 
benzojske kisline v bučki. Spojino mešamo na sobni temperaturi 2 uri. Pri tem se bistra 
tekočina spremeni v zmes motno bele barve. Potek reakcije preverimo s TLC in 
ugotovimo, da reakcija ni v celoti potekla, zato segrevamo na 90 °C pod reflusom. 
Reakcijska zmes se zbistri. Tekočino ohlajamo na vodni kopeli in po kapljicah dodajamo 
dietil eter, do pojava bele oborine. Filtrat prelijemo z dietil etrom. S TLC ugotovimo,da je 
se spojina 5 še nahaja v matičnici, zato topili odparimo in postopek obarjanja ponovimo.  
Izgled: svetleči, beli kristali, podobni luskam 
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ƞ: 1493 mg (96,58%) 
Rf (DKM/MeOH = 4:1): 0,375 
Spojino brez karakterizacije uporabimo v naslednji stopnji.  









1) DMF, Et3N Ar, 0°C








Spojino 5 (210,10 mg; 1,06 mmol), trietilamin (535,0 mg; 0,733 ml; 5,29 mmol; 5 ekv) in 
ostale spojine pomešamo po standardnem postopku predstavljenem v poglavju 4.2.2. Potek 
reakcije naslednji dan preverimo z TLC in sklepamo, da je reakcija potekla. V reakcijski 
zmesi opazimo oborino, ki jo odfiltriramo in speremo z dietiletrom. Sodeč po TLC v 
matičnici ostane del spojine 6, zato topilo odparimo in dodamo diklorometan. Oborino 
prefiltriramo in prelijemo z dietiletrom. Na NMR so bili vidni sledovi nečistot, zato 
naredimo še prekristalizacijo v EtOH, da dobimo čisto spojino. 
Izgled: bledo rumeni, igličasti kristali 
ƞ: 235 mg (65,21%) 
Ttal: 271 °C 
Rf (DKM/MeOH = 1:4): 0,80 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ= 3.06 (q, J=7.3 Hz, 3H, CH3), 4.32 (q, J=7.3 Hz, 2H, 
H2C-CH3), 4.54 (d, J=6.0 Hz, 2H, H2C-NH), 6.61 (s, 1H, HC-C=O), 7.20 (t, J=7.3 Hz, 1H, 
CHAr), 7.37 (d, J=6 1H, CHAr), 7.54 (dd, J1=15.4 Hz, J2= 7.3 Hz, 3H, CHAr), 7.70 (d, J= 7.3 
Hz, 1H, CHAr), 7.97 (d, J=7.3 Hz, 2H, CHAr), 9.42 (t, J= 6.0 Hz, 1H, HN-CH2), 11.99 (s, 




C NMR (100 MHZ, DMSO-d6): δ= 8.43, 14.16, 45.31, 54.90, 60.04, 115.67, 116.04, 
119.91, 122.07, 125.79, 127.38, 128.55, 129.32, 130.84, 139.23, 144.47, 145.84, 161.19, 
165.56, 165.92 ppm. 
IR ν (max)= 3283, 2987, 2828, 2737, 1701, 1664, 1639, 1611, 1578, 1508, 1479, 1439, 
1423, 1415, 1397, 1363, 1276, 1263, 1191, 1177, 1160, 1127, 1109, 1078, 1036, 1021, 





MS (m/z): 349,1 MH
- 
HRMS: 349,1183 (izračunana: 349,1188) 

















Spojino 6 (1568 mg, 4,48 mmol) raztopimo v 150 ml EtOH, dodamo 1 M NaOH (26,88 
ml, 6 ekv). Reakcijsko zmes segrevamo pod refluksom. Preverimo s TLC potek reakcije in 
nato bučko z reakcijsko zmesjo ohladimo na sobno temperaturo. Topilo odparimo na 
rotavaporju in dodamo 100 ml prečiščene vode. Raztopini nevtraliziramo pH in opazimo 
oborino, ki jo prefiltriramo in posušimo.  
Izgled: drobni, beli kristali 
ƞ= 845 mg (58,6 %) 
Ttal: nad 300 °C 
Rf (DKM/MeOH = 1:4): 0,48 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ= 4.57 (d, J=6.0 Hz, 2H, H2C-NH), 6.61 (s, 1H, HC-
C=O), 7.19-7.23 (m, 1H, CHAr), 7.37 (dd, J1=8.3 Hz, J2=1.3 Hz, 1H, CHAr), 7.48-7.51 (m, 
2H, CHAr), 7.55 (ddd, J1=8.3 Hz, J2=7.1 Hz, J3=1.3 Hz, 1H, CHAr), 7.71 (dd, J1=8.3 Hz, 
J2=1.3 Hz, 1H, CHAr), 7.94-7.97 (m, 2H, CHAr), 9,40 (t, J=6.0 Hz, 1H, HN-CH2), 11.98 (s, 




C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ= 42.24, 54.93, 115.72, 116.14, 119.76, 122.01, 125.72, 
126.16, 129.20, 130.78, 138.29, 139.24, 139.72, 146.05, 161.24, 165.76, 170.06 ppm. 
IR: ν (max)= 3239, 2958, 2640, 2517, 1714, 1633, 1536, 1470, 1419, 1358, 1260, 1203, 
1176, 1156, 1113, 1080, 1038, 1022, 991, 950, 902, 845, 774, 686, 657, 626, 556, 509 cm
-1
 
MS (m/z): 321,1 MH
-
 
HRMS (m/z): 321,0872 (izračunana: 321,0875) 
4.2.2.5 Sinteza 4-(((((2-okso-1,2-dihidrokinolin-4-






EtOH (abs) / SOCl2
0°C        RT (2h)
8
V 100 ml bučko zatehtamo trans-4-(aminometil) cikloheksan karboksilno kislino ( 1000 
mg, 6,36 mmol) in jo raztopimo v 30 ml absolutnega EtOH. Na ledeni kopeli po kapljicah 
dodajamo tionil klorid (3118 mg, 1.93 ml, 4 ekv), raztopljen v 15 ml absolutnega EtOH. 
Reakcijsko zmes mešamo na sobni temperatur 2 uri. Potek reakcije preverimo s TLC. 
Večji del topila odparimo na rotavaporju in nato po kapljicah dodajamo dietileter dokler 
me opazimo oborine, ki jo nato odfiltriramo.  
Izgled: Svetleči, beli kristali, podobni luskam.  
ƞ: 1306 mg (86,4 %) 
Rf (DKM/MeOH = 1:4): 0,65 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ= 0.92-1.03 (m, ), 1.15-1.19 (t), 1.26-1.3 (m), 1.8-1.93 









1) DMF, Et3N Ar, 0°C













Amin 8 (251,3 mg, 1,06 mmol), Et3N (535 mg, 0,733 ml, 5 ekv) in ostale spojine po 
postopku, ki je opisan v podpoglavju 4.2.2 zdruţimo v reakcijsko zmes. Ko smo s TLC 
ugotovili, da je reakcija potekla, topilo odparili na rotavaporju. Ostanku dodamo 20 ml 
diklorometana in oborino odfiltriramo. Po TLC sodeč je oborina ţeleni produkt, vendar ga 
je še veliko prisotnega v matičnici, zato naredimo ekstrakcijo z 3 x 10 ml 10 % citronske 
kisline v vodi, 3 x 10 ml nas. NaHCO3, 1 x 10 ml vode in 1x 14 ml nas. NaCl. V organski 
fazi ostane le naš produkt, ki mu na rotavaporju odparimo topilo in ga posušimo.  
Izgled: beli kristali, nepravilnih oblik 
ƞ: 167 mg (42, 3 %) 
Ttal: 235 °C 
Rf (DKM/MeOH = 1:4): 0,92 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ= 4.51 (d, J=6.0 Hz, 2H), 6.56 (d, J=1.3 Hz, 1H), 7.20 
(ddd, J1=8.3 Hz, J2=7.1 Hz, J3=1.3 Hz, 1H), 7.29 (ddd, J1=4.7 Hz, J2=4.0 Hz, J3=2.5 Hz, 
1H), 7.46-7.33 (m, 5H), 7.54 (ddd, J1=8.3 Hz, J2=7.1 Hz, J3=1.3 Hz, 1H), 7.71 (dd, J1=8.3 
Hz, J2=1.3 Hz, 1H), 9.32 (t, J=6.0 Hz, 1H), 11.97 (s, 1H) ppm. 
13
C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ= 15.33, 27.92, 28.32, 34.76, 37.99, 43.31, 63.85, 
116.00, 120.20, 122.84, 125,91, 127.96, 128.17, 136.84, 148.13, 161.38, 163.19, 174.37 
ppm. 
IR: ν(max) = 3296, 2985, 2930, 2855, 1728, 1662, 1633, 1603, 1533, 1506, 1469, 1458, 
1440, 1397, 1378, 1319, 1270, 1253, 1229, 1216, 1186, 1165, 1147, 1133, 1072, 1045, 





MS (m/z): 355,2 MH
-
 
HRMS (m/z): 355,1657 (izračunana: 355,1658) 
Sinteza 4-(((((2-okso-1,2-dihidrokinolin-4-il)karbonil)oksi)amino)metil)cikloheksan 
















Spojino 9 (100 mg, 0.281 mmol) raztopimo v absolutnem etanolu in dodamo 1 M 
raztopino NaOH (26.88 ml). Reakcijsko zmes segrevamo pod refluksom. Po končani 
reakciji bučko ohladimo in topilo odparimo ter dodamo prečiščeno vodo. Raztopino 
nakisamo do nevtralnega pH. Produkt 10 se obori, zato ga prefiltriramo in posušimo. 
Izgled: beli kristali 
ƞ: 47 mg (51,02 %) 
Ttal: nad 300 °C 
Rf (DKM/MeOH = 1:4): 0,76 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ= 3.01-3.22 (m, 1H), 5.77 (s, 1H), 6.46 (s, 1H), 7.14-
7.27 (m, 1H), 7.41 (t, J=6.8 Hz, 1H), 7.46-7.62 (m, 1H), 7.59-7.77 (m, 1H), 8.50 (s, 1H), 
8.77 (t, J=5.8 Hz, 1H), 11.57 (s, 1H), 12.03 (s, 1H) ppm. 
13
C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ= 28.08, 36.12, 42.27, 44.68, 115.61, 116.23, 119.14, 
122.10, 125.74, 130.65, 138.74, 146.62, 161.55, 165.70, 176.67 ppm. 
IR: ν (max) = 3283, 2922, 2854, 1664, 1641, 1545, 1508, 1476, 1418, 1329, 1291, 1263, 
1135, 926, 878, 847, 778, 753, 730, 684, 670, 653, 632, 585, 569, 552, 544, 527, 512 cm
-1
 
MS (m/z): 327,1 (MH
-
) 
HRMS (m/z): 327,1342 (izračunana: 327,1345) 
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4.2.3 Sinteza amidov z 4-(((2-okso-1,2-dihidrokinolin-4-














1) DMF, Ar, 0°C
2) EDC, HOBt, Et3N, RT
R
 
Spojina 7 (100 mg, 0,310 mmol) je bila izhodna spojina v drugem delu seta reakcij. 
Različne amine smo raztopili v DMF na ledeni kopeli v brezvodnih pogojih. Dodali smo 
jim trietilamin (125 mg, 0,172 ml, 1,240 mmol, 4 ekv oziroma 157 mg, 0,215 ml, 1,55 
mmol, 5 ekv, če je amin v obliki soli) in spojino 7. Po desetih minutah smo skozi septum 
na bučki dodali še HOBt (43,6 mg, 0,372 mmol, 1,2 ekv) in EDC (62,8 mg, 0,403 mmol, 
1,3 ekv). Reakcijsko zmes smo pustili na sobni temperaturi 24 ur na magnetnem mešalu v 
brezvodnih pogojih.  



















H1) DMF, Et3N Ar, 0°C




Trans-4-aminocikloheksanol (35,71 mg, 0,310 mmol) in ostale spojine zreagirajo po 
standardnem postopku opisanem v poglavju 4.2.3. Topilo po končani reakciji odparimo na 
rotavaporju in dodamo DKM. Produkt se ne topi, zato ga odfiltriramo. 
Izgled: drobni, belo rumeni kristali 
ƞ= 116 mg (89,23 %) 
Ttal: 277 °C 




H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ=  0.97-1.42 (m, 4H, cCH), 1.79-1.84 (m, 4H, cCH), 
2.73 (d, J=3.3 Hz, 1H), 6.58 (d, J=1.6 Hz, 1H, C=CH-C=O), 7.22-7.70 (m, 8H, CHAr), 8.19 
(d, J=7.9 Hz, 1H, NH-C=O), 9.40-9.37 (t, J=6.0 Hz, 1H, NH-C=O), 11.99 (s, 1H, NH) 
ppm. 
13
C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ= 28.32, 30.78, 34.71, 48.36, 68.81, 116.19, 116.586, 
120.33, 122.54, 126.25, 127.36, 127.75, 131.32, 133.98, 139.73, 142.44, 146.43, 161.70, 
165.78, 166.33 ppm.  
IR: ν (max)= 3282, 2933, 2857, 1662, 1642, 1536, 1504, 1476, 1440, 1394, 1333, 1289, 
1235, 1189, 1163, 1084, 1052, 983, 946, 896, 874, 842, 801, 778, 752, 722, 683, 651, 617, 
555, 524, 513 cm
-1
. 
MS (m/z): 419,2 MH
-
 










1) DMF, Et3N Ar, 0°C











Po standardnem postopku pripravimo reakcijsko zmes, kot je opisano v poglavju 4.2.3. 
Amin je v tej reakciji 3-hidroksipiperidin (31,37 mg, 0,310 mmol). Konec reakcije 
preverimo s TLC, topilo odparimo in dodamo DKM. Produkt 12 se ne topi, zato ga 
prefiltriramo, prelijemo z dietiletrom in posušimo. Ker je prisotnih še nekaj nečistot, 
produkt očistimo z kolonsko kromatografijo z mobilno fazo DKM/MeOH = 2:1. Dobimo 
čisto spojino.  
Izgled: beli, drobni kristali 
ƞ: 76 mg (62,69 %) 
Ttal:  179 °C 




H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ= 1.04-1.15 (m, 1H), 1.19-1.35 (m, 3H), 2.49-2.51 (m, 
2H), 3.04-3.06 (m, 1H), 3.34 (dd, J1=13.95 Hz, J2=10.20 Hz, 2H), 4.53 (s, 2H), 6.59 (s, 
1H), 7.17-7.41 (m, 2H), 7.38-7.41 (m, 1H), 7.52-7.54 (m, 1H), 7.55-7.56 (m, 1H), 7.70 
(dd, J1=13.95 Hz, J2=10.20 Hz, 2H), 9.36 (t, J= 8.5 Hz, 1H), 11.98 (s, 1H) ppm. 
13
C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ= 28.37, 33.54, 34.78, 45.30, 45.48, 67.21, 116.01, 
119.83, 120.84, 122.00, 125.97, 128.06, 128.66, 131.03, 131.56, 139.21, 140.09, 145.88, 
161.12, 163.17, 165.64 ppm. 
IR: ν (max)= 3258, 2935, 2855, 1667, 1639, 1544, 1463, 1408, 1322, 1282, 1195, 1159, 
1143, 1078, 1044, 981, 948, 895, 846, 798, 751, 726, 688, 633, 587, 554, 510 cm
-1
. 
MS (m/z): 405.1 (MZ
-
) 











1) DMF, Et3N Ar, 0°C










4-hidroksipiperidin (31,4 mg, 0,310 mmol) raztopimo skupaj z ostalimi spojinami tako kot 
je opisano v poglavju 4.2.3. Po končani reakciji topilo odparimo na rotavaporju, dodamo 
DKM in produkt odfiltriramo. NMR nam pove, da je v filtratu še vedno prisoten Et3N, zato 
ga odstranimo pod zniţanim pritiskom.  
Izgled: drobni, rjavkasti kristali 
ƞ: 117 mg (87,30 %) 
Ttal: 162 °C 
Rf (DKM/MeOH=1:4): 0,78 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ= 1.35 (s, 2H), 1.61-1.96 (m, 2H), 3.07-3.29 (m, 2H), 
3.44-3.60 (m, 1H), 3.65-3.83 (m, 1H), 4.01 (s, 1H), 4.54 (d, J=5.9 Hz, 2H), 4.83 (d, J=4.0 
Hz, 1H), 6.60 (d, J=1.8 Hz, 1H), 7.20-7.26 (m, 1H), 7.41 (dd, J1=20.6 Hz, J2=8.0 Hz, 5H), 
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7.55-7.66 (m, 1H), 7.71 (dd, J1=8.1 Hz, J2=1.4 Hz, 1H), 9.37 (t, J=6.0 Hz, 1H), 11.99 (s, 
1H) ppm. 
13
C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ= 34.28, 45.10 55.06, 65.94, 116.18, 116.59, 120.35, 
122.51, 126.29, 127.30, 127.63, 131.31, 139.73, 140.62, 146.40, 161.69, 166.35, 169.28 
ppm. 
IR: ν (max)= 3274, 2946, 2852, 1668, 1637, 1548, 1433, 1397, 1365, 1237, 1197, 1157, 
1106, 1066, 1038, 976, 948, 893, 839, 796, 752, 725, 689, 639, 590, 554, 523, 509 cm
-1
. 
MS (m/z): 406.2 (MZ
-
) 
HRMS (m/z): 406.1775 (izračunana: 406.1761) 
4.2.3.4 Sinteza (1R,4R)-etil-1,4-((4-((2-okso-1,2-dihidrokinolin-4-
karboksamido)metil)benzamido) metil) cikloheksan karboksilne kisline  
Sinteza (1R,4R)-etil-1,4-((4-((2-okso-1,2-dihidrokinolin-4-karboksamido)metil)benzamido) 










1) DMF, Et3N Ar, 0°C










Spojino 8 (73,7 mg, 0,310 mmol) in ostale spojine zreagiramo po standardnem postopku 
opisanem v poglavju 4.2.3. Po končani reakciji topilo odparimo in dodamo DKM. Produkt 
odfiltriramo in prelijemo s dietiletrom ter ga posušimo. NMR nam pove, da je spojina 14 
nečista, zato naredimo prekristalizacijo z EtOH.   
Izgled: veliki, rumeno rjavi kristali 
ƞ: 128 mg (86,76 %) 
Rf (DKM/MeOH=1:4): 0,93 


























Izhodno spojino 14 (118 mg, 0,248 mmol) raztopimo v etanolu in dodamo 1 M raztopino 
NaOH in segrevamo pod refluksom. Potek reakcije preverjamo s TLC. Topilo odparimo in 
dodamo prečiščeno vodo. Raztopino nakisamo do nevtralnega pH in oborino odfiltriramo 
ter posušimo.  
Izgled: veliki, rumeno rjavi kristali 
ƞ: 82 mg (73,9 %) 
Ttal: 263 °C 
Rf (DKM/MeOH=1:4): 0,80 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ= 1.24 (s, 1H), 1.41 (s, 1H), 2.34 (m, 1H), 2.68 (m, 1H), 
3.86 (s, 1H), 4.51-4.62 (m, 2H), 6.61 (s, 1H), 7.20 (t, J=7.7 Hz, 1H), 7.37 (dd, J1=8.3 Hz, 
J2=0.6 Hz, 1H), 7.45-7.60 (m, 4H), 7.67-7.76 (m, 1H), 7.90-8.02 (m, 1H), 9.41 (q, J=5.7 
Hz, 3H), 11.99 (s, 1H) ppm. 
13
C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ= 28.80, 30.05, 37.50, 43.01, 45.70, 116.18, 120.34, 
122.55, 126.27, 127.45, 127.76, 130.01, 131.34, 133.90, 139.72, 142.46, 146.43, 161.70, 
166.34, 166.50, 177.23 ppm. 
IR: ν (max)= 3288, 2923, 2036, 1628, 1535, 1504, 1470, 1427, 1394, 1350, 1290, 1263, 
1206, 1156, 1135, 1019, 986, 881, 799, 776, 752, 684, 652, 625, 554 cm
-1
. 
MS (m/z): 462.2 (MH
-
) 


























1) DMF, Et3N Ar, 0°C
2) EDC, HOBt, RT
16
1-Boc piperazin (57,7 mg) raztopimo v DMF in dodamo spojino 7, trietilamin (125 mg, 
0.172 ml, 4 ekv), HOBt in EDC. Reakcijsko zmes pustimo, da se meša pri sobni 
temperaturi 24 ur. Po končani reakcijo topilo odparimo in dodamo diklorometan. Spojino 
16 odfiltriramo in prelijemo z dietiletrom. Del produkta ostane v matičnici, zato izvedemo 
trikratno ekstrakcijo z 10% citronsko kislino, nasičeno raztopino NaHCO3 in enkratno 
ekstrakcijo z H2O in nasičeno raztopino NaCl. Zdruţenim organskim fazam odparimo 
topilo in dobimo čisto spojino.  
Izgled: Drobni, beli kristali 
ƞ: 105 mg (69.0 %) 
Rf (DKM/MeOH=1:4): 0,92 




















Spojino 16 (95 mg, 1.3 ekv) raztopimo v metanolu in dodamo nasičeno HCl (4.6 µL) ter 
pustimo, da se meša. Reakcijski zmesi nato na ledeni kopeli po kapljicah dodajamo NaOH 
do pH 9, da se izobori spojina 17. Ţeljeno spojino prelijemo z vodo in posušimo.  
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Izgled: rumeni kristali 
ƞ: 15 mg (19,84 %) 
Ttal: 197 °C 
Rf (DKM/MeOH=1:4): 0,34 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ= 0.98 (t, J=7.7 Hz, 1H), 2.33 (s, 1H9, 2.64-2.76 (m, 
1H), 4.55 (dd, J1=9.5 Hz, J2=6.0 Hz, 2H), 6.60 (s, 1H), 7.20 (t, J=7.7 Hz, 1H), 7.39 (d, 
J=7.7 Hz, 1H), 7.42-7.51 (m, 3H), 7.54 (t, J=7.7 Hz, 1H), 7.66-7-74 (m, 1H), 7.95 (d, J=7.7 
Hz, 1H), 8.93 (s, 1H), 9.41 (q, J=6.0 Hz, 1H), 9.95 (s, 1H), 12.01 (s, 1H) ppm. 
13
C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ= 34.42, 42.80, 50.92, 116.20, 116.57, 122.53, 126.27, 
127.65, 131.31, 133.99, 139.73, 141.37, 161.67, 166.57, 169.65 ppm.  
IR: ν (max)= 3238, 2854, 2217, 2166, 2132, 2020, 1947, 1715, 1635, 1535, 1468, 1422, 
1263, 1174, 1158, 1110, 1035, 902, 877, 747, 686, 656, 627, 556, 509 ppm. 
MS (m/z): 390,45 (MH
-
) 
















1) DMF, Et3N Ar, 0°C
2) EDC, HOBt, RT
NHHO
7 18
V poglavju 4.2.3 je opisan postopek izvajanja reakcije s 3-(hidroksimetil) piperidinom 
(35,7 mg, 0,310 mmol). Po končani reakciji DMF odparimo na rotavaporju in dodamo 
DKM, v katerem se spojina 16 ne topi, zato jo prefilriramo, prelijemo s dietiletrom in 
posušimo.  
Izgled: umazano beli kristali 
ƞ = 124 mg (95,4 %) 
Ttal: 135 °C 
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Rf (DKM/MeOH=1:4): 0,80 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ= 1.24 (s, 1H), 1.41 (s, 1H), 3.17 (d, J=6.9 Hz), 4.57 (m, 
2H), 6.61 (t, J=2.1 Hz, 1H), 7.19-7.22 (m, 1H), 7.33-7.60 (m, 5H), 7.66-7-79 (m, 1H), 
7.87-8-07 (m, 1H), 9.29 (s, 1H), 9.40 (dd, J1=6.9 Hz, J2=2.1 Hz), 11.99 (s, 1H) ppm. 
13
C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ= 27.41, 38.93, 42.60, 49.62, 66.55, 116.20, 116.60, 
120.34, 122.53, 126.28, 127.41, 127.59, 131.30, 139.73, 140.58, 146.42, 161.69, 166.36, 
169.32 ppm. 
IR: ν (max) = 3268, 2928, 2856, 1669, 1638, 1549, 1469, 1267, 1196, 1157, 1084, 1040, 
982, 949, 894, 855, 796, 751, 729, 690, 656, 641, 553, 524, 508 cm
-1
. 
MS (m/z): 418,1 (MZ
-
) 




















1) DMF, Et3N Ar, 0°C





4-amino-1-Boc-piperidin (62,1 mg) raztopimo v DMF in pripravimo reakcijsko zmes s 
spojino 7, trietilaminom (125 mg, 0.172 ml, 4 ekv), EDC in HOBt po standardnem 
postopku, opisanem v podpoglavju 4.2.3. Reakcijski zmesi po 24 urah odparimo topilo in 
dodamo diklorometan ter odfiltriramo netopno spojino 19.  
Izgled: drobni, beli kristali 
ƞ: 76 mg (48,7 %) 
Rf (DKM/MeOH=1:4): 0,98 






















Izhodni spojini 19 (66 mg, 0.131 mmol, 1.3 ekv) smo dodali metanol in nasičeno HCl (3.1 
µL) in pustili, da se meša na sobni temperaturi čez noč. Na ledeni kopeli nato po kapljicah 
dodajamo NaOH do pH 9. Ţeleno spojino odfiltriramo, prelijemo z vodo in posušimo. 
Izgled: drobni, beli kristali 
ƞ: 43 mg (81.1 %) 
Ttal:  257 °C 
Rf (DKM/MeOH=1:4): 0.69 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ= 1.32-1.51 (m, 1H), 1.79 (dd, J1=8.4 Hz, J2=1.4 Hz), 
3.77-4.15 (m, 3H), 4.55 (t, J=6.0 Hz, 2H), 6.58 (d, J=1.4 Hz), 7.19-7.21 (m, 1H), 7.37 (dd, 
J1=8.4, J2=1.4 Hz, 1H), 7.41-7.49 (m, 2H), 7-53-7.56 (m, 1H), 7.70 (dd, J1=8.4 Hz, J2=1.4 
Hz, 1H), 7.78-7.90 (m, 1H), 8.27 (d, J=8.4 Hz, 1H), 9.37 (t, J=6.0 Hz, 1H), 11.98 (s, 1H) 
ppm. 
13
C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ= 28.56, 31.83, 42.61, 46.95, 116.17, 116.58, 120.34, 
122.55, 127.41, 127.96, 131.35, 133.81, 139.72, 142.59, 146.44, 161.70, 166.38 ppm.  
IR: ν (max) = 3322, 2849, 1666, 1640, 1573, 1534, 1505, 1477, 1433, 1417, 1365, 1330, 
1278, 1234, 1152, 1134, 1081, 1010, 976, 947, 887, 799, 774, 752, 716, 679, 655, 628, 
557, 543, 523, 508 cm
-1
. 
MS (m/z): 404.2 (MH
-
) 




4.2.3.8 Sinteza 1-(4-((2-okso-1,2-dihidrokinolin-4-karboksamido)metil)benzoil) 
piperidin-4-karboksilne kisline 
Sinteza 4-(etoksikarbonil) piperidin klorida 
EtOH (abs)/SOCl2









Piperidin-4-karboksilno kislino (100 mg, 0.744 mmol, 1 ekv) raztopimo v etanolu in 
mešamo na ledeni kopeli. Po kapljicah v bučko dodajamo zmes etanola in tionil klorida 
(368 mg, 0.22 ml, 3.09 mmol, 4 ekv.). Reakcijsko zmes nato 2 uri segrevamo pod 
refluksom. Po končani reakciji zmes ohladimo in dodajamo dietileter dokler se ţelena 
spojina 21 ne obori. Spojino 21 nato odfiltriramo in posušimo. 
Izgled: svetleči, beli kristali  podobni luskam 
ƞ: 112 mg (74.7 %) 
Rf (DKM/MeOH=1:4): 0.56 











1) DMF, Et3N Ar, 0°C
















Iz spojine 7 in spojine 21 (60 mg, 0.310 mmol) skupaj s trietilaminom (157 mg, 0.215 ml, 
1.55 mmol, 5 ekv), HOBt in EDC pripravimo reakcijsko zmes po standardnem postopku, 
predstavljenem v podpoglavju 4.2.3. Po končani reakcijo odparimo topilo in ostanku 
dodamo DKM in spojino 22 odfiltriramo.  
Izgled: drobni, beli kristali 
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ƞ: 110 mg (76.9 %) 
Rf (DKM/MeOH=1:4): 0.89 

























Spojino 22 (100 mg, 0.217 mmol, 1 ekv) raztopimo v etanolu in dodamo 1M NaOH (1.3 
ml, 6 ekv). Reakcijsko zmes čez noč segrevamo na oljni kopeli pod refluksom. Po končani 
reakciji odparimo topilo in dodamo prečiščeno vodo. Raztopino nakisamo in spojino 23 
odfiltriramo, speremo z vodo in nato posušimo.  
Izgled: drobni, rjavkasti kristali 
ƞ: 41 mg (43.7 %) 
Ttal: 193 °C 
Rf (DKM/MeOH=2:1): 0.78 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ= 0.86 (s, 3H), 1.50 (d, J=6.0 Hz, 6H), 4.56 (dd, J1=13.6 
Hz, J2=6.0 Hz, 2H), 6.60 (s, 1H), 7.17 (d, J1=13.6 Hz, J2=6.0 Hz, 5H), 7.32-7.48 (m, 5H), 
7.46-7.61 (m, 2H), 7.72 (d, J=6.0 Hz, 1H), 7.96 (d, J=6.0 Hz, 1H), 9.37 (d, J=6.0 Hz, 1H), 
11-98 (s, 1H) ppm. 
13
C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ= 22.56, 24.96, 29.01, 31.76, 34.13, 43.93, 116.16, 
116.60, 120.36, 122.52, 126.31, 128.43, 128.64, 131.32, 139.72, 140.69, 144.48, 161.70, 
166.35, 169.38, 174.96 ppm.  
IR: ν (max)= 3262, 2925, 2855, 1712, 1640, 1546, 1434, 1208, 1153, 1035, 1009, 947, 
891, 841, 796, 752, 699, 656, 637, 554 cm
-1
. 





HRMS (m/z): 434.17093 (Izračunana: 434.17105) 
4.2.3.9 Sinteza 1-((4-((2-okso-1,2-dihidrokinolin-4-
karboksamido)metil)benzoil) piperidin-3-karboksilne kisline 
Sinteza 3-(etoksikarbonil) piperidin klorida 
EtOH (abs)/SOCl2








Piperidin-3-karboksilno kislino (100 mg, 0.774 mmol, 1 ekv) raztopimo v absolutnem 
etanolu. Na ledeni kopeli ob mešanju po kapljicah dodajamo zmes etanola in tionil klorida 
(368 mg, 0.22 ml, 3.09 mmol, 4 ekv). Reakcijsko zmes segrevamo pod refluksom 2 uri. Po 
končani reakciji raztopino ohladimo na ledeni kopeli in dodajamo dietileter, dokler se 
spojina 24 ne obori in jo odfiltriramo ter posušimo.  
Izgled: svetleči, beli kristali, podobni luskam 
ƞ: 115 mg (76.7 %) 
Rf (DKM/MeOH=2:1): 0.54 











1) DMF, Et3N Ar, 0°C















Iz spojine 7, spojine 24 (60 mg, 0.31 mmol), trietilamina (0.215 ml, 1.51 mmol, 5 ekv), 
HOBt in EDC po standardnem postopku opisanem v podpoglavju 4.2.3, pripravimo 
spojino 25. Po končani reakciji topilo odparimo in dodamo DKM. Del spojine 25 
odfiltriramo, del pa pridobimo s trikratno ekstrakcijo z 10% citronsko kislino, nasičeno 
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raztopino NaHCO3, enkratno ekstrakcijo z H2O in nasičeno raztopino HCl. Zdruţenim 
organskim fazam odparimo topilo in ţeljeni produkt posušimo.  
Izgled: drobni, beli kristali 
ƞ: 101 mg (70.6 %) 
Rf (DKM/MeOH=2:1): 0.78 
























Spojino 25 (100 mg, 0.217 mmol) raztopimo v etanolu in dodamo 1M raztopino NaOH 
(1.3 ml, 6 ekv). Reakcijsko zmes segrevamo pod refluksom na oljni kopeli in pustimo čez 
noč. Po končani reakciji odparimo topilo in dodamo prečiščeno vodo. Raztopino nakisamo 
do izoboritve in oborino odfiltriramo ter posušimo. 
Izgled: drobni, umazano beli kristali 
 ƞ: 17 mg (18.1 %) 
Ttal:  282 °C 
Rf (DKM/MeOH=2:1): 0.80 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ= 1,24 (s, 1H), 2.29-2.39 (m, 1H), 2.64-2.72 (m, 1H), 
2.96 (s, 1H), 4.56 (dd, J1=13.6 Hz, J2=6.0 Hz, 2H), 6.54-6.63 (m, 1H), 7.13-7.27 (m, 1H), 
7.33-7.61 (m, 4H), 7.67-7.76 (m, 1H), 7.91-8.03 (m, 1H), 9.17-9.59 (m, 1H), 11.97 (s, 1H), 
12.93 (s, 1H) ppm. 
13
C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ= 23.96, 27.05, 40.43, 45.13, 54.09, 116.15, 116.75, 
120.67, 122.69, 126.22, 127.89, 127.99, 131.34, 139.87, 140.65, 144.84, 161.07, 165.35, 
170.39, 174.39 ppm.  
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IR: ν(max)= 3226, 2952, 2865, 1721, 1604, 1564, 1443, 1280, 1135, 1090, 1053, 974, 819, 
814, 769, 725, 699, 665, 637, 545 cm
-1
. 
MS (m/z): 433.1 (MH
-
) 
HRMS (m/z): 432.1581 (Izračunana: 432.1665) 
4.2.3.10 Sinteza (1R,4R)-4-(4-((2-okso-1,2-dihidrokinolin-4-
karboksamido)metil)benzamido) cikloheksan karboksilne kisline 
Sinteza (1R,4R)-4-(etoksikarbonil) cikloheksan klorida 
EtOH (abs)/SOCl2








4-amino cikloheksan karboksilno kislino (100 mg, 0.698 mmol) raztopimo v absolutnem 
etanolu in na ledeni kopeli po kapljicah dodajamo zmes etanola in tionil klorida (330 mg, 
0.201 ml, 2.79 mmol, 4 ekv). Reakcijsko zmes segrevamo pod refluksom 2 uri. Po končani 
reakciji topilo odparimo in dodamo prečiščeno vodo. Ţelena spojina 27 se raztopi, zato del 
topila odparimo in dodamo etanol do oborine. Postopek ponavljamo, dokler se ne obori vsa 
spojina 27. 
Izgled: svetleči, beli kristali, podobni luskam 
 ƞ: 111 mg (76.6 %) 
Rf (DKM/MeOH=2:1): 0.57 


















1) DMF, Et3N Ar, 0°C












Iz spojine 7, spojine 27 (64.4 mg, 0.310 mmol), trietilamina (0.215 ml, 1.55 mmol, 5 ekv), 
HOBt in EDC pripravimo spojino 25 po standardnem postopku, prikazanem v podpoglavju 
4.2.3. Po končani reakciji topilo odparimo in dodamo DKM. Spojino 28 odfiltriramo in 
posušimo.  
Izgled: drobni, umazano beli kristali 
 ƞ: 115 mg (77.9 %) 
Rf (DKM/MeOH=2:1): 0.81 
Spojino brez karakterizacije smo uporabili v naslednji stopnji.  
Sinteza (1R,4R)-4-(4-((2-okso-1,2-dihidrokinolin-4-karboksamido)metil)benzamido) 

























Spojino 28 (110 mg, 0.231 mmol) raztopimo v etanolu in dodamo 1M raztopino NaOH 
(1.4 ml, 6 ekv). Reakcijsko zmes segrevamo na oljni kopeli čez noč. Po končani reakciji 
topilo odparimo in dodamo prečiščeno vodo. Raztopino nakisamo do oborine in spojino 29 
odfiltriramo ter posušimo. 
Izgled: drobni, rjavi kristali 
 ƞ: 37 mg (35.9 %) 
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Ttal: 171 °C 
Rf (DKM/MeOH=2:1): 0.71 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ= 1.39 (s, 1H), 1.77 (s, 1H), 1.92 (s, 3H), 2,17 (s, 1H), 
4.54 (d, J=6.0 Hz, 1H), 6.58 (s, 1H), 7.21 (t, J=8.0 Hz, 1H), 7.37 (d, J=8.0 Hz, 1H), 7.37 
(d, J=8.0 Hz, 1H), 7.55 (t, J=8.0 Hz, 1H), 7.70 (d, J=8.0 Hz, 1H), 7.84 (d, J=8.0 Hz, 1H), 
8.23 (d, J=8.0 Hz, 1H), 9.37 (t, J=6.0 Hz, 1H), 11.98 (s, 1H) ppm. 
13
C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ= 28.28, 31.78, 42.26, 42.61, 48.32, 116.17, 116.58, 
120.33, 122.54, 126.26, 127.37, 127.94, 131.33, 133.97, 139.72, 142.45, 146.43, 161.68, 
165.71, 166.33, 176.92 ppm. 
IR: ν (max)= 3278, 2932, 2858, 2111, 2018, 1662, 1641, 1535, 1504, 1427, 1395, 1333, 
1287, 1205, 1150, 1034, 944, 903, 875, 778, 753, 723, 684, 651, 555, 505 cm
-1
. 
MS (m/z): 447.2 (MH
-
) 
HRMS (m/z): 448.18626 (Izračunana: 448.18670) 
4.2.3.11 Sinteza (1S,4S)-4-(4-((2-okso-1,2-dihidrokinolin-4-
karboksamido)metil)benzamido) cikloheksan karboksilne kisline 
Sinteza (1S,4S)-4-(etoksikarbonil) cikloheksan klorida 
EtOH (abs)/SOCl2










4-amino cikloheksan karboksilno kislino (100 mg, 0.698 mmol) raztopimo v absolutnem 
etanolu in na ledeni kopeli po kapljicah dodajamo zmes etanola in tionil klorida (330 mg, 
0.201 ml, 2.79 mmol, 4 ekv). Reakcijsko zmes segrevamo pod refluksom 2 uri. Po končani 
reakciji topilo odparimo in dodamo prečiščeno vodo. Ţelena spojina 30 se raztopi, zato del 
topila odparimo in dodamo etanol do oborine. Postopek ponavljamo, dokler se ne obori vsa 
spojina 30. 
Izgled: drobni svetleči kristali 
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 ƞ: 143 mg (98,6 %) 
Rf (DKM/MeOH=2:1): 0.57 
Spojino brez karakterizacije smo uporabili v naslednji stopnji.  
Sinteza (1S,4S)-etil-4-(4-((2-okso-1,2-dihidrokinolin-4-karboksamido)metil)benzamido) 














1) DMF, Et3N Ar, 0°C












Iz spojine 7, spojine 30 (64.4 mg, 0.310 mmol), trietilamina (0.215 ml, 1.55 mmol, 5 ekv), 
HOBt in EDC pripravimo spojino 31 po standardnem postopku, prikazanem v podpoglavju 
4.2.3. Po končani reakciji topilo odparimo in dodamo DKM. Spojino 31 odfiltriramo in 
posušimo.  
Izgled: drobni umazano beli kristali 
 ƞ: 131 mg (89.1 %) 
Rf (DKM/MeOH=2:1): 0.71 
Spojino brez karakterizacije smo uporabili v naslednji stopnji.  
Sinteza (1S,4S)-4-(4-((2-okso-1,2-dihidrokinolin-4-karboksamido)metil)benzamido) 

























 Spojino 31 (110 mg, 0.231 mmol) raztopimo v etanolu in dodamo 1M raztopino NaOH 
(1.4 ml, 6 ekv). Reakcijsko zmes segrevamo na oljni kopeli čez noč. Po končani reakciji 
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topilo odparimo in dodamo prečiščeno vodo. Raztopino nakisamo do oborine in spojino 32 
odfiltriramo ter posušimo. 
Izgled: drobni rjavi kristali 
ƞ: 38 mg (35.9 %) 
Ttal:  189 °C 
Rf (DKM/MeOH=2:1): 0.88 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ= 1.42-1.74 (m, 5H), 2.01 (s, 2H), 4.54 (d, J=5.9 Hz, 
2H), 6.58 (s, 1H), 7.21 (t, J=7.9 Hz, 1H), 7.37 (d, J=7.9 Hz, 1H), 7.43 (d, J=7.9 Hz, 2H), 
7.55 (t, J=7.9 Hz, 1H), 7.70 (d, J=7.9 Hz, 1H), 7.85 (d, J=7.9 Hz, 2H), 8.19 (d, J= 7.9 Hz, 
1H), 9.36 (t, J=5.9 Hz, 1H), 11.97 (s, 1H), 12.17 (s, 1H) ppm. 
13
C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ= 28.28, 29.41, 31.78, 42.61, 48.33, 116.17, 116.59, 
120.32, 122.55, 126.26, 127.38, 127.94, 131.34, 134.01, 139.71, 142.39, 146.45, 161.70, 
165.85, 166.33, 176.92 ppm. 
IR: ν(max)= 3258, 2935, 2007, 1953, 1705, 1637, 1534, 1502, 1431, 1266, 1184, 1134, 
1035, 884, 801, 752, 687, 657, 622, 556, 507 cm
-1
. 
MS (m/z): 448.1 (MH
-
) 
HRMS (m/z): 448.1857 (izračunana: 448.1670) 
4.2.3.12 Sinteza N-(4-(4-aminopiperidin-1-karbonil)benzil)-2-okso-1,2-
dihidrokinolin-4-karboksamida 


















1) DMF, Et3N Ar, 0°C






Spojino 7, 4-amino-4-Boc-piperidin (62.1 mg, 0.310 mmol), trietilamin (125 mg, 0.172 ml, 
1.24 mmol, 4 ekv), EDC in HOBt zdruţimo v reakcijsko zmes po standardnem postopku 
52 
 
prikazanem v podpoglavju 4.2.3. Po končani reakciji odparimo topilo in dodamo DKM. 
Ţeleno spojino 33 odfiltriramo in posušimo.  
Izgled: drobni, umazano beli kristali 
ƞ: 136 mg (86.6 %) 
Rf (DKM/MeOH=2:1): 0.90 

























Spojino 33 (107 mg, 0.212 mmol, 1.3 ekv) suspendiramo v etanolu in dodamo nasičeno 
raztopino HCl. Zmes pustimo, da se meša čez noč in zjutraj po kapljicah dodajamo NaOH 
do pH 9. Spojino 34 odfiltriramo in posušimo.  
Izgled: drobni, umazano beli kristali 
ƞ: 45 mg (52.3 %) 
Ttal:  nad 300 °C 
Rf (DKM/MeOH=2:1): 0.94 
1
H NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ= 1.38 (s, 8H), 3.86 (s, 1H), 4.42-4.64 (m, 2H), 6.60 (d, 
J=8.0 Hz, 1H), 6.90 (d, J=8.0 Hz, 1H), 7.19 (t, J=8.0 Hz, 1H), 7.36 (d, J=8.0 Hz, 3H), 7.43 
(d, J=8.0 Hz, 2H), 7.53 (dd, J1=14.5 Hz, J2=8.0 Hz, 2H), 7.70 (d, J=8.0 Hz, 1H), 7.80 (d, 
J=8.0 Hz, 1H), 7.97 (d, J=8.0 Hz, 1H), 9.07-9.69 (m, 1H), 11.97 (s, 1H) ppm.  
13
C NMR (100 MHz, DMSO-d6): δ= 28.71, 42.62, 47.60, 52.56, 116.16, 116.59, 120.36, 
122.52, 126.30, 127.91, 129.58, 131.32, 135.32, 139.73, 140.72, 146.40, 161.70, 166.35, 
169.28 ppm.  
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IR: ν (max)= 3301, 2961, 2857, 1672, 1642, 1527, 1436, 1393, 1366, 1326, 1281, 1238, 
1157, 1051, 947, 880, 778, 756, 624, 557 cm 
-1
. 
MS (m/z): 405.1 (MZ
-
) 



















5. REZULTATI IN RAZPRAVA 
5.1 Sinteza amidov z reagenti EDC, HOBt in Et3N 
Pri sintezi spojin smo uporabili sklopitvena reagenta EDC (1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil)karbodiimid) in HOBt (1-hidroksibenzotriazol) in trietilamin, ki ima 
funkcijo baze, tako da iz karboksilne kisline odcepi proton. Karboksilna kislina reagira z 
EDC in nastane O-acilurea. Da na tem mestu reakcije ni neţelenih stranskih produktov, 
reakcijsko zmes ohlajamo na 0 °C s pomočjo ledene kopeli preden dodamo amin. V 
nasprotnem primeru obstaja moţnost tvorbe racemata in N-aciluree, ki je nereaktivna. 
HOBt, ki z O-acilureo tvori aktivirani ester OBt, ima vlogo pomoţnega nukleofila, nastali 
ester je pa elektrofilna zvrst. Pri reakciji izstopi stranski produkt 1-(3-
(dimetilamino)propil)-3-etilsečnina. Pomoţni nukleofil HOBt dodamo, da reagira z 
intermediatom in tvori nov aktiviran intermediat, ki hitreje reagira z aminom. Tudi na ta 
način se izognemo stranskim reakcijam. V zadnji fazi reakcije amin napade ogljik 
karbonilne skupine aktiviranega estra. Pri tem izstopi stranski produkt 1-




















































Reakcijska shema 3: Mehanizem reakcije karboksilne kisline z aminom z uporabo EDC, HOBt in Et3N. 
Prirejeno po (44). 
5.2 Rezultati testiranj  
Prva serija spojin je bila ovrednotena z metodo UDP-Glo™. Zanimalo nas je predvsem v 
kakšni meri sintetizirane spojine od 1-10 zavirajo aktivnost encima OGT pri 1 mM 
koncentraciji. Rezultati testiranja so prikazani v grafikonu spodaj (slika 18) in so povprečje 
štirih meritev enega vzorca. Relativna aktivnost OGT encima je pri 1 mM koncentraciji 
spojine 7 znašala 0 %. Pozitivna kontrola pri testiranju je bil analog UDP Ac4-5S-GlcNAc. 
Dobre zaviralne lastnosti spojine 7 so bile temelj sinteze hibridnih zaviralcev, ki so jih 
sintetizirali raziskovalci Fakultete za farmacijo v Ljubljani. Ţeleli so sintetizirati učinkovit 
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in selektiven zaviralec OGT. Hibridni zaviralec, ki je vseboval spojino 7 je bil preko Lys 
vezan na peptid Pep 6. IC50 je znašala 117 µM (42). 
 
Slika 18: Aktivnost OGT pri 1 mM 
Druga serija spojin, v kateri smo spojini 7 preko karboksilne skupine pripajali različne 
fragmente, je bila testirana z metodo Transcreener UDP, ki temelji na meritvi spremembe v 
fluorescenčni polarizaciji. Rezultati v tabeli 2 so podani kot % zaviranja OGT pri 0.5 µM 
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Preglednica 2: Rezultati testiranj druge serije spojin 
Spojina  Strukturna formula 
% zaviranja 



















































Encim najbolj zavirata spojini 11 in 32, ki imata na osnovno strukturo spojine 7 vezan 
cikloheksilni fragment s hidroksilno in karboksilno skupino na mestu 4. Skupini 
omogočata donorske in/ali akceptorske vodikove vezi z vezavnim mestom. Kako 
pomembna je prostorska porazdelitev pri uspešnem zaviranju encima, se vidi, če 




Uspešno smo sintetizirali prvo serijo potencialnih zaviralcev OGT, na osnovi 2-okso-
kinolonske kisline, ki posnema vezavo uridinskega fragmenta UDP-GlcNAc. Izhodni 
kislini smo pripajali različne fragmente, ki bi se vezali v vezavni ţep za ribozo-difosfat. 
Uspešno smo sintetizirali 7 spojin, katerih vrednost smo ovrednotili z in vitro testom UDP-
Glo
TM
. Aktivnost OGT sta najbolj zavirali spojina 4 in spojina 7. Slednja nam je sluţila kot 
izhodišče za naslednjo serijo spojin, katerih cilj je bil, doseči dodatne interakcije 
potencialnih zaviralcev v aktivnem mestu encima, kjer se veţe GlcNAc del UDP-GlcNAc. 
Spojino 7 smo preko karboksilne skupine sklopili z različnim amini s pomočjo reagentov 
EDC in HOBt. Reakcije so potekale dokaj predvidljivo, izkoristi so bili ponekod slabi, 
predvsem pri reakcijah, kjer so bile potrebne zaščite in odščite karboksilnih in amino 
skupin. Serijo sintetiziranih spojin smo na koncu poslali na testiranja z metodo 
Transceener UDP. Najmočnejši zaviralki aktivnosti OGT sta bili spojini 11, ki zavira 
encimsko katalizirano reakcijo v 95.0 % obsegu in 32, ki zavira encim 82.1 % obsegu pri 
koncentraciji 0.5 µM. Zaviralne lastnosti spojine 11 in 32 lahko pripišemo dodatnim 
interakcijam, ki jih po vsej verjetnosti tvorita preko vodikove vezi z Lys842 in/ali Gln839. 
Problem sintetiziranih spojin je bila predvsem topnost, zato bi na tem mestu mogoče bilo 
smiselno vpeljati neionizirane polarne fragmente. Čeprav je GlcNAcilacija na videz 
preprost proces, ki ima en sam encim za vezavo in en sam encim za odcep GlcNAc 
molekule, pa je zelo kompleksen, saj modificira preko 1000 proteinov. Nadaljnje raziskave 
bi bile smiselne na področju prepoznave substrata OGT, saj OGT selektivno prepoznava 
različne substrate in dokler ne poznamo povsem mehanizma in/ali selektivnosti prepoznave 
substrata, ne moremo uspešno sintetizirati zaviralcev, ki bodo selektivni. Zanimivo bi bilo 
raziskati tudi GlcNAc vezavni ţep (kar smo deloma naredili v okviru te naloge) in vezavo 
njegovih mimetikov, ter sintetizirati spojine s sladkornim delom molekule, ki bi jih pripeli 
na osnovno ogrodje zaviralcev OGT. Čeprav raziskave na področju OGT potekajo ţe več 
kot trideset let,se je njeno poznavanje in razumevanje šele začelo razvijati. Ker kaţe 
pomemben potencial na področju zdravljenja številnih kroničnih bolezni, je ţe to zadosten 
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